Identifizierung und Charakterisierung des Gens für die autosomal rezessiv erbliche Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie Typ 4C (CMT4C) by Stendel, Claudia
  
 
Identifizierung und Charakterisierung 
des Gens für die autosomal rezessiv erbliche 
Charcot-Marie-Tooth-Neuropathie Typ 4C 
(CMT4C) 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät 
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen 
zur Erlangung des akademischen Grades 
einer Doktorin der Medizin 
genehmigte Dissertation 
 
vorgelegt von 
 
 
Claudia Stendel 
 
 
aus Linnich 
 
 
 
 
Berichter: Herr Universitätsprofessor Dr. med. Klaus Zerres 
 Herr Universitätsprofessor Dr. med. Joachim Weis 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 27. September 2006 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar.
 1
1. Einleitung   3 
1.1. Hereditäre motorische und sensible Neuropathie (HMSN)   3 
1.2. Molekulargenetik der autosomal rezessiven HMSN (AR-HMSN)   4 
1.3. CMT4C   5 
 
2. Ziele der Arbeit   7 
 
3. Patienten, Materialien und Methoden   8 
3.1. Patientenkollektiv und Kontrollproben   8 
3.2. Kopplungs- und Mutationsanalyse   9 
3.2.1. Polymerasekettenreaktion   9 
3.2.2. DNA-Sequenzierung   9 
3.2.3. Fragmentanalyse 10 
3.2.4. Strategien und Durchführung der Feinkartierung 10 
3.2.4.1. Kopplungsanalyse 10 
3.2.4.2. Homozygotiekartierung 11 
3.2.4.3. Haplotype-Sharing-Analyse 11 
3.2.5. Untersuchung von positionalen Kandidatengenen 12 
3.2.5.1. Genannotation 12 
3.2.5.2. Mutationsanalyse 12 
3.3. Expressionsanalyse des KIAA1985-Gens 13 
3.3.1. Northern-Blot 13 
3.3.2. RT-PCR 13 
3.4. Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 14 
3.4.1. In silico Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 14 
3.4.2. Experimentelle Charakterisierung von KIAA1985 14 
3.4.2.1. Klonierung von Expressionskonstrukten 14 
3.4.2.2. Zellkultur und transiente Transfektionen 15 
3.4.2.3. SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse 16 
3.4.2.4. Co-Immunpräzipitationen 16 
3.4.2.5. Immunfluoreszenzmikroskopie 17 
 
4. Ergebnisse 19 
4.1. Feinkartierung 19 
4.2. Genidentifizierung 21 
4.2.1. Genannotation 21 
4.2.2. Sequenzierung von Kandidatengenen 23 
4.2.3. Charakterisierung der KIAA1985-Mutationen 23 
4.3. Der Phänotyp der CMT4C-Patienten mit KIAA1985-Mutationen 25 
4.3.1. Klinik und Elektrophysiologie 25 
4.3.2. Nervenbiopsien 27 
 
 2
4.4. Das KIAA1985-Gen 28 
4.4.1. Genomische Organisation des KIAA1985-Gens 28 
4.4.2. Expressionsanalysen 28 
4.4.3. Alternatives Spleißen des KIAA1985-Transkripts 29 
4.5. Proteinnachweis und –charakterisierung 30 
4.5.1. In silico Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 30 
4.5.2 Experimentelle Ansätze zur Charakterisierung des Proteins 32 
4.5.2.1. Nachweis eines rekombinanten KIAA1985-Proteins 32 
4.5.2.2. KIAA1985-Homo-Oligomerisierung 33 
4.5.2.3. Subzelluläre Lokalisation 33 
 
5. Diskussion 35 
5.1. Kopplungsanalyse, Homozygotiekartierung 
 und Allele-Sharing-Analyse 35 
5.2. Mutationen im KIAA1985-Gen 35 
5.3. Der Phänotyp der CMT4C-Patienten 37 
5.4. Expressionsanalyse und alternatives Spleißen 38 
5.5. Charakterisierung des CMT4C-Proteins 38 
 
6. Zusammenfassung und Ausblick 41 
 
7. Literatur 43 
 
8. Elektronische Datenbankinformationen 49 
 
9. Anhang 50 
 
10. Danksagung 61 
 
11. Lebenslauf 63 
 3
1. Einleitung 
 
1.1. Hereditäre motorische und sensible Neuropathie (HMSN) 
Die hereditäre motorische und sensible Neuropathie (HMSN) ist die häufigste 
erbliche neuromuskuläre Erkrankung und betrifft einen von 2500 Menschen (Skre, 
1974). Weitgehend synonym wird auch die Bezeichnung Charcot-Marie-Tooth-
Neuropathie (CMT) verwendet. Die HMSN ist klinisch und genetisch heterogen. 
Gemeinsames Merkmal aller HMSN-Formen ist ein zunehmender Funktionsverlust 
der peripheren Nerven. 
Charakteristisch für das klinische Bild sind eine symmetrische, distal betonte 
Muskelschwäche und –atrophie. Meistens sind zunächst die Fuß- und 
Wadenmuskulatur betroffen, später auch die Handmuskeln. Die Defizite breiten sich 
im Krankheitsverlauf nach proximal aus. Die Muskeleigenreflexe der Beine sind 
abgeschwächt oder fehlen. Typisch sind ein Steppergang sowie Fuß- und 
Zehenfehlstellungen (Hohlfuß und Krallenzehen). Die handschuh- und 
strumpfförmigen sensiblen Defizite sind meistens geringer ausgeprägt (Harding und 
Thomas, 1980a; Dyck et al., 1993). In den meisten Fällen verläuft die Erkrankung 
langsam progredient. Der Krankheitsverlauf ist jedoch sehr variabel und reicht von 
nur langsam fortschreitenden, distalen schlaffen Paresen im späten 
Erwachsenenalter bis hin zu frühzeitiger Immobilisation und Ateminsuffizienz infolge 
ausgeprägter Muskelatrophien im Kleinkindalter. Auch innerhalb einer Familie 
können verschiedene Schweregrade beobachtet werden. In der Regel ist die 
Lebenserwartung normal, mit Fortschreiten der Erkrankung kann es aber zu 
körperlichen Einschränkungen, insbesondere der Gehfähigkeit kommen. 
Die neurophysiologische Untersuchung (Elektromyographie und Elektroneuro-
graphie) dient der Diagnosesicherung und erlaubt eine Einteilung in die 
demyelinisierende HMSN I mit deutlich verzögerten Nervenleitgeschwindigkeiten 
(NLG) und die HMSN II mit axonaler Degeneration und (fast) normalen NLG (Dyck et 
al., 1993). Eine Nervenbiopsie kann aus differentialdiagnostischen Überlegungen 
notwendig werden. Bei der HMSN I zeigen sich eine Schädigung der Myelinscheiden 
und sog. Zwiebelschalen-Formationen, während bei der HMSN II der Verlust der 
großen myelinisierten Fasern und Gruppen dünner regenerierender Fasern das 
histologische Bild prägen. 
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In den meisten Fällen folgt die HMSN einem autosomal dominanten oder X-
chromosomalen Erbgang (Harding und Thomas, 1980b). Dies gilt sowohl für die 
HMSN I als auch für die HMSN II. Im Gegensatz dazu ist die autosomal rezessive 
HMSN (AR-HMSN) in Westeuropa selten. Für Norwegen wurde eine Prävalenz von 
1:70.000 berichtet (Skre 1974). In Regionen und Bevölkerungsgruppen mit einem 
hohen Anteil an Verwandtenehen macht sie aber bis zu 50 % der HMSN-Fälle aus 
(European CMT-Consortium und ENMC, 1999). Bei den autosomal rezessiven 
HMSN-Formen beginnt die Erkrankung oft bereits im frühen Kindesalter, verläuft 
schwerer als bei den autosomal dominanten oder X-chromosomalen HMSN-Formen 
und kann bereits früh zu körperlichen Einschränkungen führen (Harding und Thomas, 
1980c; Thomas, 2000). 
Die Erforschung der molekularen Grundlagen der HMSN hat in den letzten Jahren 
große Fortschritte gemacht. So konnte eine Vielzahl von Genorten bzw. Gendefekten 
identifiziert werden, die Gene bzw. Proteine mit sehr unterschiedlichen Eigenschaften 
und Funktionen betreffen (Suter und Scherer, 2003; http://molgen-
www.uia.ac.be/CMTMutations). Dabei hat sich gezeigt, dass Mutationen desselben 
Gens sowohl zu einem HMSN I- als auch zu einem HMSN II-Phänotyp führen 
können, während andererseits derselbe Phänotyp auf Veränderungen verschiedener 
Gene zurückzuführen sein kann. Somit sind weder genetisch noch semiologisch 
orientierte Einteilungen in der Lage, die verschiedenen HMSN-Formen eindeutig und 
nachvollziehbar zu beschreiben. 
 
1.2. Molekulargenetik der autosomal rezessiven HMSN (AR-HMSN) 
Die autosomal rezessiv erbliche HMSN (AR-HMSN) ist genetisch sehr heterogen 
(Vallat et al., 2005). Bisher wurden 13 verschiedene Genorte kartiert und 
krankheitsverursachende Mutationen in zehn Genen identifiziert (Azzedine et al., 
2003; Baxter et al., 2002; Boerkoel et al., 2001; Bolino et al., 2000; Cuesta et al., 
2002; De Sandre-Giovannoli et al., 2002; De Sandre-Giovannoli et al., 2005; Guilbot 
et al., 2001b; Kalaydjeva et al., 2000; Leal et al., 2001; Pareyson et al., 1999; Roa et 
al., 1993; Rogers et al., 2000; Senderek et al., 2003a; Senderek et al., 2003b; 
Warner et al., 1998). Da zahlreiche Familien keine Kopplung zu einem der bekannten 
Genorte zeigen, existiert mindestens ein weiterer, bislang unbekannter Genort. Zwei 
Gene bzw. Genorte, CMT4A und CMT4C, scheinen jeweils für einen relevanten 
Anteil der Fälle verantwortlich zu sein, während andere Formen selten sind oder nur 
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in bestimmten Bevölkerungsgruppen eine Rolle spielen. Darüber hinaus konnten 
auch in drei Genen für autosomal dominante HMSN-Formen (PMP22, MPZ/P0 und 
EGR2) in einzelnen Familien rezessive Mutationen nachgewiesen werden. Einen 
Überblick vermittelt die nachfolgende Tabelle 1. 
 
Typ Genort Gen Neurophysiologie / 
Biopsie 
Anteil an AR-
HMSN-Fällen 
Besonderheiten 
CMT1A 17p11.2 PMP22 demyelinisierend selten PMP22-Duplikationen sind 
die häufigste Ursache der 
autosomal dominanten 
HMSN I 
CMT1B 1q21 MPZ/P0 demyelinisierend selten Mutationen auch bei 
autosomal dominanten 
HMSN I / HMSN II 
CMT1D 10q21 EGR2 demyelinisierend selten Mutationen auch bei 
autosomal dominanter 
HMSN I 
CMT4A 8q21 GDAP1 demyelinisierend / 
axonal 
10-20%  
CMT4B1 11q22 MTMR2 demyelinisierend selten fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
CMT4B2 11p15 SBF2 demyelinisierend selten fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
CMT4C 5q32 KIAA1985 demyelinisierend 10-20%  
HMSNL 8q24 NDRG1 demyelinisierend selten bei Gypsies 
CMT4F 19q13 PRX demyelinisierend selten  
HMSNR 10q23 ? demyelinisierend selten bei Gypsies 
CMT4H 12p11-q13 ? demyelinisierend unbekannt fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
ARCMT2A 1q21 LMNA axonal selten  
ARCMT2B 19q13 ? axonal unbekannt  
 
Tabelle 1: AR-HMSN Genorte und Gene. 
 
1.3. CMT4C 
Der Genort für die CMT4C, eine demyelinisierende Form der autosomal rezessiven 
HMSN, konnte 1996 in zwei blutsverwandten algerischen Familien auf Chromosom 
5q23-q33 kartiert werden (LeGuern et al., 1996). Bei weiteren Familien aus dem 
Mittelmeerraum und aus den Niederlanden wurde ebenfalls mögliche Kopplung zum 
CMT4C-Lokus nachgewiesen (Gabreëls-Festen et al., 1999; Guilbot et al., 1999; 
Guilbot et al., 2001a; Nelis et al., 2001). Klinisch zeigte ein Teil der Patienten eine 
ausgeprägte Skoliose, die dem Auftreten neurologischer Ausfälle zum Teil zeitlich 
vorausging und im Gegensatz zu der oft mild verlaufenden Neuropathie stand. In 
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Nervenbiopsien der Patienten zeigte sich eine demyelinisierende Neuropathie mit 
einer charakteristischen Kombination aus Zwiebelschalen-Formationen vom 
Basallamina-Typ und übermäßigen Verzweigungen der Zellfortsätze nicht-
myelinisierender Schwann-Zellen (Kessali et al., 1997; Gabreëls-Festen et al., 1999). 
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2. Ziele der Arbeit 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zum Verständnis erblicher 
peripherer Neuropathien zu leisten und das Gen für eine Form dieser Erkrankung zu 
identifizieren. Die Identifizierung krankheitsverursachender Gene hat bereits vielfach 
Einblicke in molekulare und zelluläre Mechanismen der Krankheitsentstehung 
ermöglicht. 
Zu Beginn der Arbeit wurden in einem Kollektiv von Familien mit autosomal rezessiv 
erblicher HMSN Familien identifiziert, die mit Kopplung zum CMT4C-Lokus vereinbar 
waren. In einem weiteren Schritt wurde das kritische genetische Intervall durch 
Auswertung von Rekombinationsereignissen, Homozygotiekartierung und Vergleich 
der Krankheitshaplotypen zwischen den Familien eingegrenzt. 
Anschließend wurden die in der minimalen Kandidatenregion gelegenen Gene und 
Genvorhersagen auf Mutationen untersucht. Durch den Nachweis von 
Punktmutationen in einem der Kandidatengene konnte schließlich die molekulare 
Ursache der Erkrankung aufgeklärt werden. 
Da das verantwortliche Gen bzw. sein Genprodukt zu einer neuartigen Proteinklasse 
unbekannter Funktion gehören, wurden in silico und in vitro Untersuchungen zur 
Struktur und Funktion des Proteins angeschlossen. Die Ergebnisse lassen erwarten, 
dass durch die Charakterisierung des CMT4C-Proteins biologische Prozesse in den 
Fokus der Forschung gelangen werden, die bislang bei peripheren Neuropathien 
noch nicht betrachtet worden sind. 
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3. Patienten, Materialien und Methoden 
 
3.1. Patientenkollektiv und Kontrollproben 
In die vorliegende Studie fanden initial 14 Familien mit 25 betroffenen Mitgliedern 
Aufnahme (Tabelle 2), die die diagnostischen Kriterien einer autosomal rezessiven 
HMSN erfüllten (European CMT-Consortium und ENMC, 1999): 
1. Diagnose einer sensomotorischen Neuropathie mit Krankheitsbeginn in der ersten 
oder frühen zweiten Lebensdekade, 
2. Fehlen klinischer Symptome und neurophysiologischer Zeichen einer Neuropathie 
bei den Eltern und 
3. Blutsverwandtschaft der Eltern oder mindestens ein betroffenes Geschwisterkind. 
 
Familie Ethnische 
Gruppe 
Anzahl der 
Patienten 
Blutsver-    
wandtschaft 
Maximum 
LOD-Score 
M149 Türkei 1 ja 1,92 
M983 Deutschland 3 nein 2,08 
M245 Iran 2 ja 1,80 
M1222 Griechenland 2 nein 0,60 
M1360 Polen 2 nein 0,73 
M1400 Deutschland 2 nein 0,85 
M1456 Deutschland 2 nein 0,60 
M1470 Deutschland 2 nein 0,73 
M1494 Deutschland 2 nein 0,85 
M1680 Niederlande 1 ja 1,51 
M2045 Türkei 1 ja 1,45 
M2073 Iran 3 ja 2,53 
CMT-133 Türkei 1 ja 1,33 
CMT-139 Türkei 1 ja 1,33 
  
Tabelle 2: AR-HMSN Familien. 
In fünf Familien konnte mögliche Kopplung bzw. Homozygotie durch Abstammung 
am CMT4C-Lokus gezeigt werden (s. u.). Diese Familien wurden zur Feinkartierung 
und Genidentifizierung herangezogen. 
Nach der Identifizierung des CMT4C-Gens wurden in 55 weiteren Familien mit 72 
betroffenen Patienten Kopplungsanalysen durchgeführt (in Kooperation mit der 
Arbeitsgruppe von Herrn Professor Vincent Timmerman, Universität Antwerpen). In 
diesen Familien war ein autosomal rezessiver Erbgang aufgrund der 
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Familienanamnese als sehr wahrscheinlich anzunehmen. Bei Familien, die einen 
kompatiblen Kopplungsbefund aufwiesen, wurde das CMT4C-Gen sequenziert. 
Weiterhin wurden 21 Patienten mit demyelinisierender Neuropathie in die Studie 
eingeschlossen, deren Blutproben das Institut für Humangenetik der RWTH Aachen 
im Rahmen der HMSN-Routinediagnostik erhielt. In der Mehrzahl der Fälle handelte 
es sich um das einzige betroffene Kind gesunder, nicht konsanguiner Eltern. 
DNA-Proben von 300 gesunden, nicht verwandten deutschen Probanden sowie von 
160 gesunden türkischen Probanden wurden als Kontrollen verwendet. 
Die Isolation genomischer DNA aus Leukozyten erfolgte nach Standardprotokollen 
(Ausubel et al., 1997). 
 
3.2. Kopplungs- und Mutationsanalyse 
 
3.2.1. Polymerasekettenreaktion 
Um ausreichende Mengen der Patienten-DNA für die Kopplungs- und 
Mutationsanalyse zur Verfügung zu haben, wurden die zu untersuchenden DNA-
Abschnitte mittels Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
vervielfältigt. Mit Hilfe der PCR kann ein gewählter Nukleinsäurenabschnitt, der von 
zwei bekannten Sequenzen flankiert wird, in vitro exponentiell amplifiziert werden 
(Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). Die Effizienz und Spezifität der 
Reaktion können durch elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel und 
Sichtbarmachung der DNA mit Ethidiumbromid unter UV-Licht überprüft werden. 
 
3.2.2. DNA-Sequenzierung 
Die Untersuchung von Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide 
polymorphisms, SNP) und die Mutationsanalyse erfolgten mittels DNA-
Sequenzierung nach der von Sanger eingeführten Kettenabbruchmethode (Sanger et 
al., 1977). Verwendet wurde der Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt), der eine nicht-radioaktive Sequenzierung 
ermöglicht. Dabei enthält der Sequenzieransatz Didesoxynukleotide (Dye-
Terminatoren), nach deren Einbau durch eine thermostabile DNA-Polymerase ein 
basenspezifischer Kettenabbruch erfolgt (Innis et al., 1988; Prober et al., 1987). Die 
Didesoxynukleotide sind jeweils mit einem für die entsprechende Base spezifischen 
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Fluoreszenzfarbstoff markiert, der nach Anregung mit einem Laser entsprechend 
seinem Absorptionsspektrum fluoresziert und eine Aufzeichnung der Signale 
ermöglicht. Als Sequenzierprimer diente jeweils einer der beiden PCR-Primer. Die 
automatisierte Auftrennung der Sequenzierprodukte durch Kapillarelektrophorese 
und die Detektion der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte auf einem ABI 
PRISM 310-Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Die so entstandenen 
Elektropherogramme wurden visuell auf Sequenzvarianten überprüft. 
 
3.2.3. Fragmentanalyse 
Mikrosatelliten-Marker sind hochpolymorphe DNA-Abschnitte, die aus hintereinander 
angeordneten repetitiven Sequenzmotiven bestehen. Die einzelnen Allele 
unterscheiden sich in der Anzahl der Motivwiederholungen und werden nach den 
Mendelschen Regeln vererbt (Litt und Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber und May, 
1989). Zur Genotypisierung von Mikrosatelliten-Markern (Short tandem repeats, 
STR) wurden die gewählten DNA-Bereiche mit PCR amplifiziert. Die „sense“-Primer 
wurden mit FAM-Fluorophoren (MWG-Biotech, Ebersberg) markiert. Anschließend 
erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Fragmente, die 
Detektion der Fluoreszenzdaten und die Datenauswertung auf einem ABI 377 DNA 
Sequencer (Applied Biosystems). 
 
3.2.4. Strategien und Durchführung der Feinkartierung 
 
3.2.4.1. Kopplungsanalyse 
Unter Kopplung versteht man die gemeinsame Vererbung von zwei oder mehr 
Allelen aufgrund der physikalischen Nachbarschaft ihrer Loci auf einem Chromosom. 
Eine Kombination gemeinsam vererbter, gekoppelter Allele wird als Haplotyp 
bezeichnet. Bei der Kopplungsanalyse wird untersucht, ob ein bestimmter Haplotyp 
mit dem Auftreten der Erkrankung assoziiert ist (Segregation). Mit Hilfe von 
Rekombinationsereignissen kann die Lokalisation bislang unbekannter Gene 
eingegrenzt werden. Durch die Typisierung weiterer Marker kann der Bruchpunkt 
näher bestimmt werden. Die Kopplungswahrscheinlichkeit an einem Genort wird 
durch den LOD-Score beschrieben, wobei ein LOD-Score > 3 als formaler Beleg für 
Kopplung gilt. 
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Mögliche Kopplung zum CMT4C-Lokus wurde in den 14 ausgewählten Familien 
durch Genotypisierung von acht Mikrosatelliten-Markern überprüft, die sich über das 
gesamte initiale Kopplungsintervall von 13 cM erstreckten (Tabelle A1 im Anhang). 
Die erhobenen Daten wurden im Hinblick auf Vereinbarkeit mit Kopplung zum 
CMT4C-Lokus, Rekombinationsereignisse und Homozygotie am Genort analysiert. 
 
3.2.4.2. Homozygotiekartierung 
Die Homozygotiekartierung kann zur Kopplung autosomal rezessiver Krankheitsbilder 
in blutsverwandten Familien angewendet werden (Lander und Botstein, 1977). Kinder 
aus konsanguinen Verbindungen haben in Abhängigkeit vom Grad der Verwandtschaft 
eine größere Wahrscheinlichkeit, für einen Teil des Genoms homozygote (identische) 
Allele zu tragen. Infolgedessen treten autosomal rezessive Erkrankungen in 
blutsverwandten Familien in der Regel durch das Homozygotwerden nachteiliger Allele 
auf, die von einem gemeinsamen Vorfahren in der väterlichen und der mütterlichen 
Linie vererbt werden (Homozygotie durch gemeinsame Abstammung, homozygosity 
by descent). Entsprechend sind Krankheitsgene für autosomal rezessive 
Erkrankungen in blutsverwandte Familien hauptsächlich in Bereichen des Genoms 
lokalisiert, für die die betroffenen Patienten homozygote Haplotypen aufweisen. 
In drei blutsverwandten türkischen Familien, die für einen Teil der initial typisierten 
Marker Homozygotie zeigten, wurden zur Bestätigung der homozygoten Bereiche 
und zur Feinkartierung historischer Rekombinationen weitere Mikrosatelliten-Marker 
untersucht. Hierzu wurden neben 10 bekannten STRs auch 15 neue Mikrosatelliten-
Marker eingesetzt, die mit Hilfe des Repeat-Masker-Programms an genomischen 
DNA-Sequenzen abgeleitet wurden (Tabelle A1 im Anhang). 
 
3.2.4.3. Haplotype-Sharing-Analyse 
Die Haplotype-Sharing-Analyse beruht auf einem ähnlichen Prinzip. In einer geeigneten 
(Isolat)- population erwartet man, dass die Bevölkerung von einem oder wenigen 
gemeinsamen Vorfahren (foundern) abstammt. Entsprechend können auch betroffene 
Patienten von einem Gründerindividuum abstammen und sind dann für bestimmte 
chromosomale Abschnitte identisch. In der Regel befindet sich das Krankheitsgen in 
einem dieser identischen Bereiche des Genoms (identity by descent). Da die 
Verwandtschaft in der Regel weit entfernt ist, ist der gemeinsame Haplotyp meist klein. 
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Zwei der untersuchten türkischen Familien wiesen innerhalb der homozygoten 
Bereiche für einige STR-Marker gleiche Allelgrößen auf. Um das Vorhandensein 
eines gemeinsamen Haplotypen zu bestätigen oder auszuschließen, wurden zwölf 
Einzelnukleotidpolymorphismen aus diesem Bereich untersucht (Tabelle A2 im 
Anhang). 
 
3.2.5. Untersuchung von positionalen Kandidatengenen 
 
3.2.5.1. Genannotation 
Nach Eingrenzung des CMT4C-Lokus auf einen Bereich von 1,7 Mb wurde eine 
Transkriptkarte des minimalen Kandidatenintervalls erstellt. Hierzu wurde die Karte 
des UCSC human genome assembly vom November 2002 benutzt. Diese stellt 
Informationen über bekannte Gene, mRNAs, EST-Sequenzen und über 
Genvoraussagen zur Verfügung. Öffentlich zugängliche EST-Datenbanken wurden 
auf Übereinstimmungen überprüft. Die Expressionsmuster der Gene und 
Genvoraussagen während der Myelinisierung des peripheren Nerven wurden mit 
publizierten Microarray-Daten abgeglichen (Verheijen et al, 2003). Die weitere 
Charakterisierung der gefundenen Transkripte erfolgte durch Recherchen in 
Literaturdatenbanken und mit Hilfe von rechnergestützten Algorithmen für 
Proteinstrukturvorhersagen. 
 
3.2.5.2. Mutationsanalyse 
Fünf Transkripte aus dem minimalen Kanditatenintervall (SP329/FLJ13962, 
KIAA1985, KIAA0843, FLJ23713 und CSNK1A1) wurden in den fünf Familien, die mit 
Kopplung vereinbar waren, auf Sequenzvarianten untersucht. Dazu wurden PCRs 
mit Primern für Exons und flankierende Intronbereiche durchgeführt (Primer-Sets für 
KIAA1985: Tabelle A3 im Anhang). Zur Überprüfung der Segregation gefundener 
Mutationen wurde die DNA der Eltern und Geschwister eines Patienten ebenfalls 
sequenziert. Um das Vorhandensein der Sequenzvarianten bei gesunden 
Kontrollpersonen auszuschließen, erfolgten Restriktionsverdaue mit Enzymen, für die 
durch die Mutation eine neue Schnittstelle entstand bzw. eine Schnittstelle in der 
Wildtyp-Sequenz verloren ging. Die resultierenden Restriktionsfragmente wurden auf 
einem Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar 
gemacht. 
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3.3. Expressionsanalyse des KIAA1985-Gens 
 
3.3.1. Northern-Blot 
Mittels Northern-Blot-Analyse kann mRNA in verschiedenen Geweben nachgewiesen 
werden. Dabei kann sowohl die Größe als auch die Anzahl verschiedener Transkripte 
bestimmt werden. Hierzu wird ein RNA-Gemisch, das zuvor durch Gelelektrophorese 
entsprechend seiner Länge aufgetrennt wurde, auf einen geeigneten Trägerfilter 
(Nitrocellulose- oder Nylonmembran) übertragen und immobilisiert. Anschließend 
erfolgt die Hybridisierung mit einer komplementären cDNA-Sonde. Je nach 
Markierung der Sonde erfolgt der Nachweis der Hybridisierung durch 
Autoradiographie oder Chemilumineszenz. 
In dieser Studie wurden zwei klonierte humane cDNA-Sonden verwendet, die den 5’- 
bzw. den 3’-Bereich der kodierenden Sequenz des KIAA1985-Gens repräsentierten. 
Nach Restriktionsverdau wurden die beiden Inserts durch Gelextraktion aufgereinigt. 
Anschließend erfolgte die radioaktive Markierung durch Dephoshorylierung des 5´-
Endes mit anschließender Rephosphorylierung durch 32P-markiertes Phosphat 
(Multiprime Kit; Amersham Biosciences, Braunschweig). Die so gewonnenen Sonden 
wurden zur Hybridisierung eines humanen adulten „Multiple-Tissue“-Northern-Blots 
(BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Nach mehrmaligem Waschen wurden die 
Filter mit einem Autoradiographiefilm inkubiert. Zur Kontrolle diente eine humane β-
Aktin Sonde. 
 
3.3.2. RT-PCR 
Die RT-PCR stellt eine weitere Möglichkeit dar, spezifische RNA-Sequenzen 
nachzuweisen. Dabei wird mRNA mit Hilfe einer reversen Transkriptase in cDNA 
umgeschrieben, die dann als Ausgangspunkt für die Amplifikation dient. 
Zunächst wurde mit Hilfe des RNeasy Kits (Qiagen, Hilden) humane Gesamt-RNA 
aus N. ischiadicus, Rückenmark, Gehirn und Skelettmuskel isoliert. Anschließend 
erfolgte die cDNA-Synthese mit Oligo-dT Primern und AMV Reverser Transkriptase 
(Promega, Mannheim). Um die Richtigkeit der in den Datenbanken abgelegten 
Sequenzen zu überprüfen, wurden überlappende RT-PCR Fragmente, die 
kodierende Sequenz von KIAA1985 abdeckten, sequenziert. Zur Abschätzung des 
Expressionslevels in den untersuchten Geweben wurde eine semiquantitative RT-
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PCR mit Primern für das Zielgen KIAA1985 und das Referenzgen ß2-Mikroglobulin 
durchgeführt. Die Positionen der Primer innerhalb der cDNA, die Primersequenzen 
und die Größen der PCR-Produkte sind Tabelle A4 im Anhang wiedergegeben. 
 
3.4. Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 
 
3.4.1. In silico Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 
Zur Charakterisierung des CMT4C-Proteins wurde die KIAA1985-Proteinsequenz mit 
mRNA und Protein-Sequenzen aus elektronischen Datenbanken verglichen. Für 
bioinformatische Analysen wurden die Software-Pakete genutzt, die auf der Leitseite 
des ExPASy-Protein-Servers frei zugänglich sind. Insbesondere die Resultate der 
Programme SMART, ScanProsite, Coils, NMT und Myristoylator wurden zur weiteren 
Charakterisierung herangezogen. Mit Hilfe des Alignment-Programms CLUSTALW 
wurden die Sequenzähnlichkeiten zwischen KIAA1985 und homologen Proteinen in 
anderen Spezies ermittelt, die als Maß für den Konservierungsgrad dienten. Auf der 
Grundlage dieser Daten konnte ein Dendrogramm mit Hilfe des Jalview-Programms 
erstellt werden. 
 
3.4.2. Experimentelle Charakterisierung von KIAA1985 
 
3.4.2.1. Klonierung von Expressionskonstrukten 
Um KIAA1985 mit Hilfe proteinchemischer Methoden charakterisieren zu können, 
erfolgte die Klonierung der humanen cDNA in den eukaryotischen Expressionsvektor 
pRC/CMV (Pharmacia, Freiburg). Dieser verfügt über den Cytomegalie-Virus (CMV)-
Promotor, hinter den die kodierende Sequenz eines Fremd-Gens in 
Transkriptionsrichtung mittels geeigneter Restriktionsschnittstellen eingefügt werden 
kann. Die kodierende Sequenz der KIAA1985-mRNA wurde in zwei überlappenden 
Fragmenten mit RT-PCR amplifiziert. Das erste Fragment, das die Nukleotide 1 bis 
2316 umfasste, erhielt durch entsprechende Wahl der Primer am 5’-Ende eine 
Kozak-Konsensus-Sequenz für den Translationsstart. An das zweite Fragment, das 
die Nukleotide 2294 bis 3864 umfasste, wurde C-terminal ein „myc-epitope-Tag“ bzw. 
ein „flag-epitope-Tag“ angefügt. Die RT-PCR-Produkte wurden durch 
Gelelektrophorese und Extraktion mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 
aufgereinigt. Anschließend wurden die aufgereinigten RT-PCR-Produkte durch TA-
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Ligation in den pCR-XL-TOPO-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) eingefügt. Nach 
Transformation und Vermehrung der Konstrukte in E. coli-Zellen wurden die 
Plasmide isoliert und zur Bestätigung der korrekten Sequenz und Orientierung für die 
nachfolgenden Klonierungsschritte sequenziert. Das Insert, das die N-terminale 
Sequenz enthielt, wurde mit dem Restriktionsenzym XhoI (Schnittstellen im 
Polylinker des Vektors und an Position 2304 im Insert) aus dem pCR-XL-TOPO-
Vektor herausgeschnitten und mit den gleichartig geschnittenen Plasmiden, die das 
myc- bzw. flag-markierte KIAA1985-Fragment enthielten, ligiert. Nach Vermehrung in 
E. coli-Zellen und Plasmidisolation wurde die vollständige kodierende KIAA1985-
Sequenz mit den Restriktionsenzymen HindIII und NotI ausgeschnitten und in den 
gleichartig geschnittenen Expressionsvektor pRC/CMV eingefügt. Anschließend 
erfolgte erneut die Transformation und Vermehrung der Konstrukte in kompetenten 
Bakterienzellen. Nach Plasmidisolation standen die Expressionsvektoren pRC/CMV-
KIAA1985myc bzw. pRC/CMV-KIAA1985flag für die Transfektion eukaryotischer 
Zellen zur Verfügung. Entsprechend wurde auch bei der Klonierung der N-terminalen 
Mutante pRC/CMV-KIAA1985myc∆myr vorgegangen. Alle Manipulationen wie 
Restriktionsverdaue, Ligation und Klonierung der PCR-Produkte und Konstrukte, 
Kultur der Bakterienzellen sowie Isolation der Plasmid-DNA erfolgten nach 
Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989). Tabelle A5 im Anhang führt alle 
Plasmidkonstrukte, Primersequenzen für die Klonierung und Merkmale der Plasmide 
auf, die für die nachfolgenden Expressions-, Lokalisations- und Interaktionsstudien 
verwendet wurden. 
 
3.4.2.2. Zellkultur und transiente Transfektionen 
Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden die Säugerzelllinien COS7 
(Affennieren-Zelllinie) und HEK293 (humane embryonale Nierenzelllinie) verwendet. 
Die Zellen wurden bei 37°C in einer wassergesättigten Atmosphäre mit 5% CO2 auf 
Petrischalen kultiviert. Die Kulturmedien enthielten 10% fötales Kälberserum 
(Cytogen, Berlin) und 100 mg/ml Streptomycin (Gibco, Eggenstein). 
Zur transienten Transfektion wurde das Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) verwendet. Die Methode beruhte auf der Verwendung kationischer 
Liposomen, die mit den Phosphatgruppen der DNA interagieren. Durch den Kontakt 
der Lipid/DNA-Komplexe mit der Zellmembran erfolgt die Einschleusung der DNA in 
die Zellen (Felgner et al., 1994). 
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Zu lysierende Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit RIPA-Lysispuffer 
inkubiert und mit einem Gummischaber von der Petrischale gelöst. Nach 30-
minütiger Inkubation auf Eis wurde das Lysat zentrifugiert und der proteinhaltige 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
 
3.4.2.3. SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse 
Zur Auftrennung des Proteingemisches wurde eine diskontinuierliche SDS-
Gelelektrophorese (8% Polyacrylamid) durchgeführt (Laemmli, 1970). Durch 
Anlagerung von SDS-Molekülen erhalten alle Proteine die gleiche negative 
Ladungsdichte und werden im elektrischen Feld nur aufgrund ihres 
Molekulargewichtes aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte über Nacht bei einer 
konstanten Stromstärke von 2 mA. 
Der immunologische Nachweis eines rekombinanten KIAA1985-Proteins erfolgte mit 
Hilfe des Western-Blot-Semidry-Verfahrens (Harlow und Lane, 1988). Die 
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion auf eine PVDF-
Membran übertragen. Nach dem Transfer der Proteine und Blockierung 
unspezifischer freier Bindungsstellen mit 10% BSA in TBS-N wurde die Membran 1h 
bei Raumtemperatur mit der entsprechenden Verdünnung eines Primärantikörpers  in 
TBS-N inkubiert (monoklonaler Maus anti-c-myc-Antikörper, 1:1000 (Roche 
Diagnostics, Mannheim) bzw. monoklonaler Maus anti-Flag M2-Antikörper, 1:2000 
(Sigma Aldrich, Taufkirchen)). Nach Abspülen der Primärantikörper-Lösung erfolgte 
die Inkubation mit einem Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundärantikörper in der 
entsprechenden Verdünnung in TBS-N für 30 min bei Raumtemperatur (polyklonales 
Ziege anti-Maus-IgG, 1:3000 (DakoCytomation, Glostrup, Dänemark). Nach 
Entfernung überschüssigen Antikörpers durch mehrere Waschschritte mit TBS-N 
erfolgte die Detektion der Immunkomplexe durch eine Chemilumineszenzreaktion mit 
dem Peroxidase-Substrat ECL (Amersham, Braunschweig). Die Antikörper konnten 
durch eine 30-minütige Inkubation der PVDF-Membran in Stripping-Puffer bei 70°C 
abgelöst werden, um weitere Detektionen zu ermöglichen. 
 
3.4.2.4. Co-Immunpräzipitationen 
Die Immunpräzipitation wird zum Nachweis und zur Quantifizierung von Zielproteinen 
in Proteingemischen verwendet. Die Proteinisolation erfolgt durch Ausfällung eines 
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Proteins in einem Zellextrakt mit Hilfe spezifischer Antikörper. Sofern das präzipitierte 
Protein mit anderen Proteinen interagiert, können auch diese Bindungspartner durch 
geeignete Verfahren nachgewiesen werden (Co-Immunpräzipitation). Co-
Immunpräzipitationsexperimente wurden durchgeführt, um eine mögliche Homo-
Oligomerisierung von rekombinantem KIAA1985 zu überprüfen. Die Versuche 
erfolgten nach Standardprotokollen (Harlow und Lane, 1988). Zur Untersuchung der 
Homo-Oligomerisierung erfolgte die transiente Co-Transfektion der Plasmide 
pRC/CMV-KIAA1985myc und pRC/CMV-KIAA1985flag in COS7-Zellen. Nach 
Zelllyse wurde der entsprechende Antikörper (anti-c-myc-Antikörper bzw. anti-Flag 
M2-Antikörper, s. o.) im Verhältnis 1 µg/mg Protein zugegeben. Zur Fällung der 
Antigen-Antikörper-Komplexe wurde in RIPA-Lysispuffer gequollene Protein G-
Sepharose (Pharmacia) hinzugefügt (50 µl/Ansatz). Nach Inkubation für 16 h bei 4 °C 
wurde die Sepharose bei 13000 Upm für 1 min sedimentiert, mit RIPA-Waschpuffer 
gewaschen und in 30 µl Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Die gebundenen 
Proteine wurden durch 5-minütiges Erhitzen auf 95°C denaturiert und von der 
Sepharose abgetrennt. Im Anschluss daran wurden die präzipitierten Proteine mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Western-Blot analysiert. 
 
3.4.2.5. Immunfluoreszenzmikroskopie 
Mittels Immunfluoreszenz können antigene Komponenten in Zellen und 
Gewebeschnitten durch spezifische Antikörper nachgewiesen werden. Dazu sind 
entweder der primäre Antikörper oder der Sekundärantikörper durch 
Fluoreszenzfarbstoffe markiert, die unter einem Fluoreszenzmikroskop mit der 
entsprechenden Wellenlänge visualisiert werden können. Zur Bestimmung der 
subzellulären Lokalisation wurde KIAA1985 in HEK293-Zellen überexprimiert. Dazu 
wurden 105 HEK293-Zellen in 12-Loch-Zellkulturplatten auf Deckgläschen ausgesät 
und mit den Expressionskonstrukten pRC/CMV-KIAA1985myc und pRC/CMV-
KIAA1985myc∆myr transfiziert. Nach einem Waschschritt mit PBS/CM wurden sie 
mit 2% Paraformaldehyd für 15 min fixiert. Um eine mögliche Eigenfluoreszenz des 
Paraformaldehyds zu unterbinden, erfolgte ein Waschschritt mit 50 mM NH4Cl in 
PBS/CM. Unspezifische Antikörperbindungsstellen der Präparate wurden 
anschließend mit 1% BSA in PBS/CM blockiert. Danach erfolgte die 30-minütige 
Inkubation mit einem anti-c-myc-Primärantikörper (s. o.) in PBS/CM/0,2% BSA. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS/CM/0,2% BSA wurden die Zellen für 30 min mit 
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einem fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper inkubiert (polyklonales Ziege anti-
Maus IgG konjugiert mit Alexa Fluor 488, 1:400 (Invitrogen)). Nach erneutem 
dreimaligen Waschen mit PBS/CM/0,2% BSA erfolgte die Einbettung der 
Deckgläschen in Eindeckmedium (Fluorescent Mounting Medium, DakoCytomation) 
und die Analyse mit dem Laser Scanning Mikroskop 510 der Firma Zeiss (Jena). 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Feinkartierung 
Der CMT4C-Lokus wurde 1996 von einer französischen Arbeitsgruppe in zwei 
blutsverwandten algerischen Familien auf Chromosom 5q23-q33 kartiert. Das 
ursprünglich beschriebene Intervall umfasste einen Bereich von 13 cM bzw. 11,2 Mb 
und wurde von den STR-Markern D5S658 und D5S673 flankiert (LeGuern et al., 
1996). In den folgenden Jahren wurden weitere AR-HMSN-Familien beschrieben, die 
mit Kopplung zum CMT4C-Lokus vereinbar waren (Gabrëels-Festen et al., 1999, 
Guilbot et al., 1999; 2001a). In diesen Arbeiten konnte das kritische Intervall nicht 
weiter eingegrenzt werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden in 14 HMSN-Familien, in denen ein autosomal 
rezessiver Erbgang wahrscheinlich war, Haplotypenanalysen mit Markern aus der 
CMT4C-Region durchgeführt. Fünf dieser Familien zeigten einen kompatiblen 
Kopplungsbefund am CMT4C-Lokus. Hierbei handelte es sich um drei 
blutsverwandte türkische Familien (CMT-133, M149 und M2045 mit je einem 
betroffenen Kind) und zwei deutsche, nicht-blutsverwandte Multiplex-Familien (M983 
mit drei betroffenen Kindern und M1494 mit zwei betroffenen Kindern), (Abb. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Rekonstruktion der Haplotypen der fünf Familien, die mit Kopplung zum 
CMT4C-Lokus vereinbar waren. Marker, die bei den Eltern homozygot waren 
und somit nicht informativ sind, sind durch schwarze Balken symbolisiert. 
Homozygote Bereiche sind eingerahmt. (Fortsetzung auf Seite 20). 
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Abb. 1 (Fortsetzung von Seite 19): Rekonstruktion der Haplotypen der fünf 
Familien, die mit Kopplung zum CMT4C-Lokus vereinbar waren. Marker, die 
bei den Eltern homozygot waren und somit nicht informativ sind, sind durch 
schwarze Balken symbolisiert. Homozygote Bereiche sind eingerahmt. 
 
In den türkischen Familien CMT-133 und M149 wurden historische 
Rekombinationsereignisse beobachtet, die vermuten ließen, dass das CMT4C-Gen 
innerhalb eines 5 Mb Intervalls zwischen den Markern D5S1360 (centromerisch) und 
D5S636 (telomerisch) liegt (Abb. 1, Abb. 2). Die Typisierung weiterer STR-Marker 
bestätigte die Homozygotie am CMT4C-Lokus in allen drei türkischen Familien und 
ermöglichte die Festlegung der telomerischen Intervallgrenze in Familie M149. 
Außerdem fand sich bei den Familien M149 und CMT-133 innerhalb der 
überlappenden Homozygotieregion ein identischer Krankheits-Haplotyp, der auf 
einen möglichen Gründereffekt hindeutete. Der gemeinsame Haplotyp erstreckte sich 
über ein 1.8-Mb-Intervall zwischen den STR-Markern 91948 (centromerisch) und 
11382 (telomerisch). Durch die Genotypisierung von 12 Einzelnukleotid-
polymorphismen wurde der gemeinsame Haplotyp bestätigt, und die telomerische 
Grenze wurde durch den SNP rs2276982 definiert (Abb. 2). 
Das vermutete minimale Kandidatenintervall umfasste 1,7 Mb. Der identische 20 
Marker-Haplotyp der Familien M149 und CMT-133 enthielt seltene Allele für die STR-
Marker 116312A, D5S413, 12613, 8681 und 8545 sowie für den SNP rs3733847 
(Abb. 2). Bei 23 gesunden türkischen Kontrollen ließ sich dieser Haplotyp nicht 
nachweisen. Diese Beobachtungen legten nahe, dass das Auftreten eines 
gemeinsamen Haplotyps nicht auf einem Kopplungsungleichgewicht für einen 
Haplotyp-Block in der türkischen Bevölkerung beruht. 
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Abb. 2: Homozygotiekartierung in den CMT4C-Familien CMT-133 und M149. 
Die Haplotypen sind für betroffene und gesunde Kinder der Familien 
dargestellt. Homozygotiebereiche und identische Haplotypen sind umrahmt. 
Die historischen Rekombinationsereignisse bei Patient M149.V1 legten unter 
der Annahme von Homozygotie am Genort eine Eingrenzung des CMT4C-
Lokus auf 5 Mb nahe, flankiert von den Markern D5S1360 und D5S636 
(einzelner Pfeil). Da bei den Patienten CMT-133.IV.2 und M149.V.1 zwischen 
den Markern 91948 und rs2276982 identische Haplotypen vorlagen, konnte 
von einer weiteren Eingrenzung (Doppelpfeile) unter der Annahme von 
„identity by descent“ ausgegangen werden. Das neu definierte minimale 
Kandidatenintervall umfasste 1,7 Mb. 
 
4.2. Genidentifizierung 
 
4.2.1. Genannotation 
Die November 2002-Version des UCSC human genome assembly zeigte acht 
bekannte Gene innerhalb des neu definierten 1,7 Mb Kandidatenintervalls. Darüber 
hinaus konnten acht anonyme Transkripte kartiert werden (Abb. 3). Die in silico 
Expressionsanalyse erfolgte durch Abgleich der genomischen Sequenzen mit ESTs 
und cDNAs aus öffentlichen Datenbanken und zeigte für alle Kandidatengene 
neurale Expression. Einige der Transkripte aus dem Kandidatenintervall sind auf dem 
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Affymetrix cDNA-Microarray-Chip MG-U74Av2 repräsentiert, der zur Erstellung des 
Expressionsprofils von Genen während der Myelinisierung des peripheren 
Nervensystems verwendet wurde (Verheijen et al., 2003). Der Abgleich mit den 
publizierten Microarray-Daten zeigte jedoch für keines der Transkripte eine 
Hochregulation in der Phase der aktiven Myelinisierung. Somit erlaubten 
Expressionsstudien keine eindeutige Einstufung der positionellen Kandidaten 
hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit, das krankheitsverursachende Gen zu sein 
(Tabelle 3). 
 
 
 
 
Abb. 3: Transkriptkarte des CMT4C-Lokus. Innerhalb des feinkartierten 1,7 
Mb-Intervalls sind 16 Transkripte annotiert. Die Transkriptionsrichtung wird 
durch die Pfeilspitzen angezeigt. 
 
Name Struktur/Funktion/Bemerkung 
(LocusLink, OMIM) 
Expression 
im PNS 
(RT-PCR) 
Repräsentation 
auf Affymetrix 
MG-U74Av2 
Hochregulation 
während der 
Myelinisierung 
SP329 F-box and leucine-rich repeat protein + + - 
HTR4 Serotonin 5-HAT-4 receptor + + - 
ADRB2 Beta-2 adrenergic receptor + -  
KIAA1985 SH3 and TPR domain protein + -  
KIAA0843 Similar to c. elegans UNC-115 + -  
FLJ00258 PH domain protein + + - 
FLJ23713 Putative co-chaperone of Hsp70 + -  
MGC3265 Putative amine oxidoreductase + + - 
IL17B Mutationen ausgeschlossen + -  
CSNK1A1 Casein kinase 1, alpha 1 + + - 
BC041325 contains RhoGEF, BAR and SH3 
domains 
+ + - 
PERC Estrogen receptor alpha coactivator + -  
PDE6A Mutationen bei Retinitis pigmentosa 
(OMIM #180071) 
+ -  
SLC26A2 Mutationen bei diastropher Dysplasie 
(OMIM #104220) 
+ + - 
TIGD6 Tigger transposable element + + - 
KIAA0194 Putatives HMG-Box-Protein + -  
 
Tabelle 3: Positionale Kandidatengene. 
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Drei der bereits bekannten Gene wurden aufgrund ihrer Funktion bzw. Assoziation 
mit anderen Erkrankungen als weniger wahrscheinliche Kandidaten angesehen: Das 
ADRB2-Gen, das für einen ß2-adrenergen Rezeptor codiert, das PDE6A-Gen, das 
bei einer Form der Retinitis pigmentosa mutiert ist und das SLC26A2-Gen, in dem 
Mutationen bei Patienten mit diastropher Dysplasie gefunden wurden. Darüber 
hinaus wurden Mutationen im IL17B-Gen in CMT4C-Familien bereits in einer 
früheren Studie ausgeschlossen (Moore et al., 2002). 
Auf der Basis publizierter Literaturdaten zur Funktion der verbliebenen 12 
Kandidatengene bzw. ihrer Genprodukte gelang keine sinnvolle Priorisierung. 
Strukturvorhersagealgorithmen zeigten keine Übereinstimmung mit bekannten 
HMSN-Genen bzw. -Proteinen. Da somit keines dieser Proteine ein überzeugender 
Kandidat für die CMT4C war, sollten die Gene und Genvoraussagen nacheinander 
einer Mutationsanalyse unterzogen werden. 
 
4.2.2. Sequenzierung von Kandidatengenen 
Die kodierenden Sequenzen der Gene CSNK1A1, SP329, KIAA0843, KIAA1985 und 
FLJ23713 wurden an genomischer DNA der Patienten sequenziert. In den Genen 
CSNK1A1, SP329, KIAA0843 und FLJ23713 konnten keine Abweichungen von den 
publizierten Wildtyp-Sequenzen nachgewiesen werden. Bei der direkten 
Sequenzierung von KIAA1985 wurden in vier der fünf Familien (CMT-133, M149, 
M983 und M2045) Sequenzabweichungen identifiziert. 
 
4.2.3. Charakterisierung der KIAA1985-Mutationen 
Die Segregation der Mutationen wurde in allen vier Familien bestätigt. Bei allen 
Betroffenen konnten auf beiden Allelen Mutationen nachgewiesen werden (Abb. 4). 
Die Eltern trugen jeweils eine der beiden Mutationen im heterozygoten Zustand, 
wohingegen die nicht betroffenen Geschwisterkinder ebenfalls heterozygote 
Anlageträger oder homozygot für das Wildtypallel waren. 
Der identische flankierende Krankheitshaplotyp in den türkischen Familien M149 und 
CMT-133 konnte durch einen gemeinsamen intragenischen SNP-Haplotyp erweitert 
werden (Tabelle A6 im Anhang). Erwartungsgemäß zeigten beide Familien die gleiche 
KIAA1985-Mutation: Es ließ sich eine G→A Transition der Nukleotidposition 1586 
nachweisen, die auf Proteinebene an Position 529 zu einer Substitution von Arginin 
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zu Glutamin führt (R529Q). Bei einem von 160 gesunden, türkischen 
Kontrollprobanden konnte die 1586G→A Transition heterozygot nachgewiesen 
werden. Diese Person wies ebenfalls den gleichen flankierenden und intragenischen 
Haplotyp auf, der bei den Familien M149 und CMT-133 zuvor gefunden worden war. 
Bei 300 westeuropäischen Kontrollen ließ sich die Mutation nicht nachweisen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 4: Sequenzierungs-Elektropherogramme der CMT4C-Familien. 
 
Betroffene der Familie M983 waren compound heterozygot für den 
Basenpaaraustausch c.2829T→G und den Austausch c.2860C→T, die auf 
Proteinebene in beiden Fällen zu einem vorzeitigen Stop-Codon führen (Y943X und 
R954X). Diese Mutationen waren bei 60 westeuropäischen Kontrollpersonen nicht 
nachweisbar. 
Bei Patient M2045.IV.2 konnte eine homozygote Deletion eines Basenpaares an 
Nukleotidposition 26 nachgewiesen werden. Die c.26delG Mutation führt zu einer 
Rasterschubmutation (R9fsX13). Diese Mutation war bei 60 türkischen 
Kontrollpersonen nicht nachweisbar. 
In der fünften Familie, die mit Kopplung zum CMT4C-Lokus vereinbar gewesen war 
(M1494), konnten keine Sequenzvarianten nachgewiesen werden. 
Nach der Identifizierung des CMT4C-Gens wurden in weiteren 55 AR-HMSN-
Familien Kopplungsanalysen für den CMT4C-Genort durchgeführt. Dazu wurden drei 
hochinformative Marker verwendet, die in dieser Studie identifiziert werden konnten 
und das KIAA1985-Gen flankieren: 91948, 116312A und 8681. Fünfzehn Familien 
waren mit Kopplung vereinbar und wurden einer direkten Mutationsanalyse 
unterzogen. In sechs Familien konnten homozygote Mutationen nachgewiesen 
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werden. Des weiteren wurden 21 Patienten mit der Diagnose einer früh beginnenden 
demyelinisierenden Neuropathie untersucht, bei denen Mutationen in Genen für 
autosomal dominante und X-chromosomale HMSN-Formen bereits ausgeschlossen 
worden waren. Bei den meisten Patienten handelte es sich um sporadische Fälle. Bei 
zwei Patienten wurden compound heterozygote Mutationen gefunden. Alle 
aufgeführten Mutationen segregierten in den jeweiligen Familien und waren bei 120 
Kontrollen (Misssense-Mutationen) bzw. 60 Kontrollen (Nonsense-Mutationen) nicht 
nachweisbar. Die in dieser Arbeit identifizierten KIAA1985-Mutationen sind in 
Tabelle 4 zusammengefasst. 
 
Exon / 
Intron 
Mutation Auswirkung auf 
die kodierende 
Sequenz 
Familien mit der 
Mutation 
Ethnische 
Gruppe 
1 c.26delG R9fsX13 M2045 (hom) Türkei 
IVS5 IVS5-2A>G Exon-Skipping CMT-189 (hom) Italien 
11 c.1586G>A R529Q CMT-133 (hom) 
M149 (hom) 
Türkei 
Türkei 
11 c.1747_1748delAG G583fsX586 CMT-235 (hom) 
CMT-219 (hom) 
Türkei 
Türkei 
11 c.1969G>A E657K CMT-234 (hom) Türkei 
11 c.1972C>T R658C H1351 (het) Deutschland 
11 c.2491_2492delAG S831fsX839 PN-1289 (hom) Iran 
11 c.2829T>G Y943X M983 (het) Deutschland 
11 c.2860C>T R954X M983 (het) 
H1351 (het) 
AC70 (het) 
Deutschland 
Deutschland 
Griechenland 
15 c.3341delC P1114fsX1115 CMT-225 (hom) Türkei 
16 c.3601C>T Q1201X AC70 (het) Griechenland 
 
Tabelle 4: KIAA1985-Mutationen (hom: homozygot; het: heterozygot). 
 
4.3. Der Phänotyp der CMT4C-Patienten mit KIAA1985-Mutationen 
 
4.3.1. Klinik und Elektrophysiologie 
Zu 18 CMT-Patienten mit KIAA1985-Mutationen lagen klinische, elektrophysio-
logische und nervenbioptische Befunde vor (Tabelle A7 im Anhang). Alle Patienten 
hatten eine distal-symmetrische, sensomotorische Neuropathie. Erkrankungsbeginn, 
Progression und Ausprägungsgrad variierten erheblich. Die Symptomatik setzte im 
frühen Kindesalter, im späten ersten Lebensjahrzehnt oder zu Beginn des zweiten 
Lebensjahrzehnts ein, wobei ein früher Beginn keinen ungünstigen Verlauf 
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vorherzusagen schien. Es zeigte sich auch keine Korrelation zwischen 
Erkrankungsdauer und Grad der neurologischen Ausfälle. Manche Patienten waren 
bis in das fünfte Lebensjahrzehnt gehfähig, wohingegen anderen Patienten infolge 
hochgradiger Paresen bereits früh auf den Rollstuhl oder Peronäusschienen 
angewiesen waren. 
Besonders deutlich wurde das breite Spektrum der Krankheitsausprägung durch den 
Vergleich der Krankheitsverläufe innerhalb der italienischen Familie CMT-189: 
Während die Patientin CMT-189.V.5 eine schwere Form der CMT4C-Neuropathie 
zeigte (Rollstuhlpflichtigkeit im Alter von 15 Jahren, Beteiligung der proximalen 
Muskeln und respiratorische Insuffizienz im Alter von 30 Jahren), nahm die 
Erkrankung bei ihrer Schwester CMT-189.V.1 einen milderen Verlauf (im Alter von 45 
ohne Hilfe gehfähig, keine Beteiligung der proximalen und respiratorischen 
Muskulatur). 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 5: Skoliose bei CMT4C. 
 
Eine ausgeprägte Skoliose ließ sich bei 11 der 18 CMT4C-Patienten beobachten 
(Abb. 5). Die Skoliose setzte bei einigen Patienten bereits vor dem Auftreten von 
Paresen oder Muskelatrophien ein. Bei einigen Patienten traten zusätzlich Symptome 
wie Nystagmus oder Krankheitsbilder wie Diabetes mellitus auf, die wahrscheinlich 
nicht mit dem CMT-Phänotyp zusammenhängen. Andere Patienten wiederum 
zeigten Symptome, die auch bei anderen HMSN-Formen bereits berichtet wurden (z. 
B. Hörstörungen und respiratorische Probleme). 
In der Elektroneurographie waren bei allen Patienten mittel- bis hochgradig 
verzögerte motorische und sensorische Nervenleitgeschwindigkeiten (NLG) 
nachweisbar. Der Mittelwert der motorischen NLG des N. medianus lag bei 22,6 m/s 
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(Spannbreite der Messwerte: 4-37 m/s). Bei einem Großteil der Patienten konnten 
keine sensiblen Nervenaktionspotentiale (mehr) abgeleitet werden. Die 
Elektromyographie zeigte ein rarefiziertes Interferenzmuster und pathologische 
Spontanaktivität (pathologische Fibrillationen und positive scharfe Wellen) als 
Zeichen der neurogenen Schädigung. 
 
4.3.2. Nervenbiopsien 
Von sieben Patienten lagen Suralnervenbiopsien vor (Tabelle A7 im Anhang). Die 
histologischen Befunde entsprachen einer demyelinisierenden Schädigung des 
peripheren Nervensystems. Lichtmikroskopische Studien zeigten eine erhebliche 
Reduktion der Anzahl myelinisierter Fasern. Darüber hinaus wiesen einige der noch 
erhaltenen Fasern unverhältnismäßig dünne Markscheiden auf. Gelegentlich waren 
auch Fasern mit im Vergleich zum Axon zu dicken Myelinscheiden zu erkennen. 
Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Biopsiepräparate zeigte bei sechs 
Patienten Zwiebelschalenformationen vom Basallamina-Typ. Ein Teil der nicht-
myelinisierenden Schwann-Zellen zeigte übermäßig verzweigte Zellfortsätze (Abb. 
6). Klassische Zwiebelschalenformationen waren nur selten nachweisbar. Einzelne 
Markscheiden zeigten abnorme Myelinauffaltungen („focally folded myelin“), die 
vermutlich den in der Lichtmikroskopie zu beobachtenden verdickten Markscheiden 
entsprachen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: Elektronenmikroskopie bei CMT4C. (A) Basalmembran-
Zwiebelschalen und (B) übermäßige Verzweigung der Fortsätze nicht-
myelinisierender Schwann-Zellen (Suralnervenbiopsie einer 4-jährigen 
Patientin (AC70.II.1)). 
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4.4. Das KIAA1985-Gen 
 
4.4.1. Genomische Organisation des KIAA1985-Gens 
KIAA1985 liegt zwischen dem centromerischen Marker D5S413 und dem neu 
identifizierten telomerischen STR-Marker 91940. Die Transkriptionsrichtung ist vom 
Telomer zum Centromer. Dabei umfasst das Gen auf genomischer Ebene 62 kb. 
Durch Alignment der genomischen Sequenz mit humanen EST-Sequenzen und der 
durch Sequenzierung von RT-PCR-Produkten experimentell verifizierten Sequenz 
konnten 18 Exons identifiziert werden, die z. T. alternativ gespleißt werden. Der 
längste offene Leserahmen (ORF) umfasst 1288 Codons und wird von einem 17-
Exon-Transkript kodiert (Abb. A1, Abb. A2 im Anhang). Das putative Startcodon wird 
von einer inkompletten Kozak-Konsensussequenz (ACACACATGG) umgeben 
(Kozak, 1989). 15 bp weiter stromaufwärts befindet sich ein Inframe-Stopcodon. Alle 
Exon-Intron-Grenzen folgen der kanonischen GT/AG-Regel. Die Größe der 
identifizierten Exons variiert zwischen 42 und 1695 Basenpaaren, die Länge der 
Introns liegt zwischen 0,1 und 14 kb (Abb. 7). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Genomischer Aufbau des CMT4C-Gens. KIAA1985 umfasst 62 kb 
genomischer Sequenz und besteht aus mindestens 18 Exons. die z. T. 
variabel gespleißt werden (s. 4.4.3.). 
 
4.4.2. Expressionsanalysen 
Die Auswertung des Northern-Blots verschiedener adulter humaner Gewebe zeigte eine 
starke Expression von KIAA1985 in Gehirn und Rückenmark, sowie eine schwache 
Expression im quergestreiften Muskel (Zunge). Es wurden sowohl im Gehirn als auch im 
Rückenmark zwei Signale bei 7,5 kb und 4,5 kb detektiert, die sich beide mit der 3´-
Sonde und der 5´-Sonde von KIAA1985 darstellen ließen (Abb. 8). 
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Abb. 8: Expressionsanalyse des KIAA1985-Gens. (A) Im humanen adulten 
Northern-Blot zeigte sich eine starke Expression in Gehirn und Rückenmark. 
Das Schmieren der Banden beruht wahrscheinlich auf Spleißvarianten (s. 
4.4.3.). (B) Mit RT-PCR konnte die Expression auch im N. ischiadicus gezeigt 
werden. 
 
Dabei entsprach die Bande bei 7,5 kb der in den Sequenz-Datenbanken zuvor 
beschriebenen KIAA1985-mRNA. Die kleinere Bande bei 4,5 kb könnte durch ein 
alternatives Polyadenylierungssignal erklärt werden, das bei ca. 4,5 kb mit Hilfe des 
Polyadq-Algorithmus vorhergesagt wurde. Da peripheres Nervengewebe auf dem 
Northern-Blot nicht repräsentiert war, erfolgten RT-PCR-Untersuchungen an 
humanen adulten Geweben. Die Expressionslevel im peripheren Nerven (N. 
ischiadicus) und Rückenmark schienen vergleichbar stark zu sein. Auch hier wies die 
quergestreifte Muskulatur nur ein schwaches Signal auf (Abb. 8). 
 
4.4.3. Alternatives Spleißen des KIAA1985-Transkripts 
Durch RT-PCR-Untersuchungen an cDNA aus Hirn, Rückenmark und N. ischiadicus 
und durch Vergleich mit humanen EST-Sequenzen aus der NCBI dbEST-Datenbank 
konnten drei KIAA1985-Spleißvarianten entdeckt werden. Das Auslassen der letzten 
58 bp von Exon 6 führte zu einer verkürzten Version von Exon 6 (Exon 6s). Des 
weiteren ließ sich ein zusätzliches Exon 8A identifizieren, das durch Einfügen eines 
130 bp Exons zwischen Exon 8 und 9 entstand. Die dritte Variante entstand durch 
Retention von Intron 10 mit einer Länge von 122 bp (Abb. 9). 
Da die Spleißvarianten die Transkriptgröße um maximal 5% verändern, liefern sie 
keine zusätzlichen Banden auf dem Northern Blot (Abb. 8), könnten aber für das 
Schmieren der Banden verantwortlich sein. 
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Abb. 9: Expression der KIAA1985-Spleißvarianten in verschiedenen 
Geweben. (A) RT-PCR mit Primern in Exon 6 und 11. Das Produkt von 694 
bp (Pfeilkopf) entsprach dem Transkript, das den längsten durchgängigen 
ORF kodiert. Die zusätzlich detektierten Banden stammen vom alternativen 
Gebrauch der Exons 6s, 8A oder der Retention von Intron 10. (B) Mögliche 
Effekte der Spleißvarianten auf der Proteinebene. Ein Stern zeigt die 
vorausgesagte Translations-Initiations-Stelle an; zwei Sterne zeigen das 
vorausgesagte Translations-Terminations-Signal an. 
 
Alle alternativ gespleißten Transkripte zeigten eine Verschiebung des Leserahmens, 
die ein vorzeitiges Stopcodon erzeugte. Sollten diese mRNAs translatiert werden, so 
würden sie zu erheblich verkürzten Proteinen führen. Die Spleißvarianten konnten 
mittels RT-PCR in allen untersuchten Geweben (Hirn, peripherer Nerv, Rückenmark) 
nachgewiesen werden. In Hirn und Rückenmark machten die alternativen Formen 
den überwiegenden Teil der KIAA1985-mRNA aus, während im peripheren Nerven v. 
a. Transkripte nachgewiesen wurden, die für das „full-length“-Protein kodierten. 
 
4.5. Proteinnachweis und -charakterisierung 
 
4.5.1. In silico Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 
Der längste offene Leserahmen kodiert ein 1288 Aminosäuren langes Protein mit 
einem vorhergesagten Molekulargewicht von ca. 144,7 kDa. Beim Vergleich mit 
bekannten cDNA- oder Proteinsequenzen konnte keine signifikante Sequenz-
Ähnlichkeit zu KIAA1985 gefunden werden. Um das CMT4C-Protein charakterisieren 
zu können, wurden verschiedene bioinformatische Algorithmen genutzt, die 
unbekannte Proteinsequenzen mit Datenbanken vergleichen, in denen Informationen 
über bekannte Protein-Sequenzmotive und -Domänen abgelegt sind. So ließen sich 
für KIAA1985 zwei N-terminal gelegene SH3 (Src homology 3) Domänen und neun 
TPR (tetratricopeptide repeat) Motive vorhersagen. Zusätzlich konnten zwei Coiled-
Coil-Domänen in der Nähe des C-Terminus prädiziert werden (Abb. 10). 
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Abb. 10: Vorhergesagte Domänenstruktur des 1288-Aminosäuren-Proteins 
(Rechtecke: SH3-Domänen, Ovale: TPR-Motive, Rauten: Coiled-Coil-
Domänen). Die Sequenz des putativen N-terminalen Signals für 
Lipidmodifikationen ist wiedergegeben. Die möglicherweise modifizierten 
Aminosäuren sind unterstrichen. Die Lokalisation der bekannten KIAA1985-
Mutationen ist durch Pfeile markiert. 
 
ScanProsite-Analysen identifizierten außerdem ein putatives N-terminales 
Myristylierungssignal, zwei Glykosylierungs- und Sulfatierungsstellen sowie mehrere 
Phophorylierungsstellen. Eine N-terminale Myristylierung wurde auch durch zwei 
weitere Algorithmen vorhergesagt (NMT und Myristoylator). 
 
 
 
 
 
 
    A                                                                 B 
Abb. 11: KIAA1985 und homologe Proteine. (A) Dendrogramm von 
KIAA1985, FLJ20356 und orthologen Sequenzen in anderen Spezies. Die 
Darstellung wurde mit Hilfe des Jalview-Programms erzeugt, das auf einem 
Multi-Sequenz-Alignment des Programms ClustalW basiert. (B) Vergleich 
partieller Proteinsequenzen zwischen KIAA1985 und homologen Proteinen. 
Die Missense-Mutationen (R529Q, E657K und R658C) betreffen 
Aminosäuren, die in der Evolution konserviert sind. Im oberen Abschnitt ist 
die Sequenz des ersten TPR-Motivs dargestellt. Im unteren Abschnitt sind 
Aminosäurereste aus einem Interdomänen-Bereich gezeigt. Konservierte 
Aminosäuren sind auf schwarzem Hintergrund dargestellt (Bt= Bos taurus; 
Dr= Danio rerio; Fr= Fugu rubripes; Gg= Gallus gallus; Hs: Homo sapiens; 
Mm= Mus musculus; Rn= Rattus norvegicus; Ss= Sus scrofa; Xl= Xenopus 
laevis). 
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Mit orthologen und paralogen Proteinen stellt KIAA1985 eine bislang unbekannte 
Proteinklasse dar, die in der Evolution der Wirbeltiere konserviert ist (Abb. 11). 
Sequenzvergleiche zwischen humanem KIAA1985 und EST- bzw. genomischen 
Sequenzen verschiedener Vertebraten wurden mittels eines Alignment-Programms 
durchgeführt (CLUSTALW). Es ließen sich mehrere Orthologe in verschiedenen 
Spezies identifizieren. So stimmen z. B. die Sequenzen von Mensch und Maus 
(D430044G18Rik) auf der Proteinebene zu 81% überein. In Nicht-Vertebraten 
(Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans) waren keine entsprechenden 
Orthologe nachweisbar. 
Außerdem führten Sequenzvergleiche zur Identifizierung eines weiteren Gens, 
FLJ20356, auf Chromosom 4p16. Das putative Protein zeigt 47% Sequenzidentität 
mit dem KIAA1985-Protein. Ähnlich wie KIAA1985 ist auch FLJ20356 in der 
Wirbeltierevolution konserviert (Abb. 11). 
Sequenzvergleiche für die drei von KIAA1985-Missense-Mutationen betroffenen 
Aminosäuren (R529, E657 und R658) zeigten, dass diese Aminosäurereste 
evolutionär stark konserviert sind (Abb. 11). 
 
4.5.2 Experimentelle Ansätze zur Charakterisierung des Proteins 
 
4.5.2.1. Nachweis eines rekombinanten KIAA1985-Proteins 
Nach transienter Transfektion von COS7-Zellen mit dem Expressionsplasmid 
pRC/CMV-KIAA1985myc für ein „epitope-tagged“-KIAA1985 konnte das Protein im 
Zelllysat mittels Western-Blot nachgewiesen werden. Die Bande lag im erwarteten 
Größenbereich von ca. 145 kDa, so dass die Richtigkeit des vorhergesagten 
Leserahmens bestätigt werden konnte (Abb. 12). 
 
 
 
 
 
Abb. 12: Transfizierte COS7-Zellen exprimieren „myc-tagged“-KIAA1985, das im 
Western-Blot (WB) mit einem anti-c-myc-Antikörper nachgewiesen werden kann (+: 
transfizierte Zellen, -: nicht transfizierte Zellen). 
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4.5.2.2. KIAA1985-Homo-Oligomerisierung 
Das CMT4C-Protein enthält zwei vorhergesagte C-terminale Coiled-Coil-Domänen. 
Da Coiled-Coil-Motive eine Dimerisierung oder Oligomerisierung von Proteinen 
vermitteln können (Harborth et al., 1995; Harborth et al., 1999), wurde die Homo-
Oligomerisierung von KIAA1985 mittels Co-Immunpräzipitation überprüft. Dazu 
wurden die Plasmide pRC/CMV-KIAA1985myc und pRC/CMV-KIAA1985flag 
verwendet. Es war möglich, nach Immunpräzipitation mit einem anti-Flag-Antikörper 
KIAA1985myc im Überstand mittels Western-Blot nachzuweisen (Abb. 13). Um das 
Ergebnis zu bestätigen, wurde die Immunpräzipitation mit einem anti-c-myc-
Antikörper durchgeführt und anschließend KIAA1985flag mit dem entsprechenden 
Antikörper im Western-Blot nachgewiesen. 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Homo-Oligomerisierung von KIAA1985. COS7-Zellen wurden mit 
Expressionsvektoren für „flag-tagged“ und „myc-tagged“ KIAA1985 co-
transfiziert. Immunpräzipitation (IP) und das Zelllysat (Lysat) wurden im 
Western-Blot untersucht (IP: Antikörper für Immunpräzipitation, WB: 
Antikörper für den Western Blot). 
 
4.5.2.3. Subzelluläre Lokalisation 
Um Aussagen über die subzelluläre Lokalisation des Proteins machen zu können, 
wurde die Lokalisation eines überexprimierten „myc-tagged“-KIAA1985 in HEK293-
Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierzu wurden die 
Plasmide pRC/CMV-KIAA1985myc und pRC/CMV-KIAA1985myc∆myr verwendet. 
Die Ergebnisse für das Wildtyp-Konstrukt pRC/CMV-KIAA1985myc lassen auf eine 
Plasmamembran-Assoziation von KIAA1985 schließen, die durch die vorhergesagten 
N-terminalen Lipidmodifikationen vermittelt werden könnte (Abb. 14). Die 
Überexpression des mutierten Proteins, das keine Signalsequenz für N-terminale 
Lipidmodifikationen enthält, zeigte ein abweichendes Fluoreszenzmuster im Sinne 
einer diffusen zytoplasmatischen Verteilung. 
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Abb. 14: Nach Transfektion von HEK293-Zellen mit Expressionsplasmiden 
für Wildtyp „myc-tagged“-KIAA1985 (A) bzw. N-terminal mutiertes „myc-
tagged“-KIAA1985 (B) wurden Immunfluoreszenzexperimente durchgeführt. 
Das Wildtyp-Konstrukt zeigte eine Assoziation mit der Plasmamembran, 
während die N-terminale Mutante diffus zytoplasmatisch verteilt war. 
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5. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte ein minimales Kandidatenintervall für eine autosomal 
rezessiv erbliche HMSN (CMT4C) definiert werden. Die Mutationsanalyse positionaler 
Kandidatengene führte zur Identifizierung des verantwortlichen KIAA1985-Gens. 
KIAA1985 wird im zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert. Es kodiert für ein 
neuartiges Protein, das keiner bisher bekannten Proteinklasse zugeordnet werden kann. 
Die Ergebnisse erster in silico und in vitro Versuche zur Charakterisierung des Proteins 
deuten darauf hin, dass KIAA1985 ein plasmamembran-assoziiertes Adapterprotein ist, 
das Proteinkomplexe an die Zellmembran rekrutieren könnte. 
 
5.1. Kopplungsanalyse, Homozygotiekartierung und Allele-Sharing-
Analyse 
Die Ergebnisse der Feinkartierung des von LeGuern und Mitarbeitern publizierten 
CMT4C-Intervalls (LeGuern et al., 1996) legten eine deutliche Eingrenzung der 
Kandidatenregion nahe. Da keine der untersuchten Familien einen LOD-Score von 
>3 aufwies (formaler Beleg für Kopplung zum Genort), konnte die Richtigkeit der 
Lokuseingrenzung aber erst im Nachhinein durch die Identifizierung des 
verantwortlichen Gens bestätigt werden. 
Die Aufstellung der Haplotypen zeigte in zwei AR-HMSN-Familien türkischer 
Abstammung historische Rekombinationen. Der Bereich, der unter der Annahme von 
Homozygotie am Genort noch mit Kopplung vereinbar war, verkleinerte sich dadurch 
von 11,2 Mb auf 5 Mb. Außerdem zeigte sich, dass bei diesen Familien für einen 1,7 
Mb-Bereich der gleiche Haplotyp vorlag. Aufgrund der Homozygotie für den 
gemeinsamen Haplotyp (bei autosomal rezessiver Vererbung und Konsanguinität), 
der gemeinsamen ethnischen Herkunft der Familien, des Allele-Sharings über 20 
Marker und der Seltenheit des Haplotyps in der türkischen Bevölkerung lag es nahe, 
dass die Familien miteinander verwandt sind und der genetische Defekt von einem 
gemeinsamen Vorfahren weitergegeben wurde. 
 
5.2. Mutationen im KIAA1985-Gen 
In insgesamt zwölf Familien wurden elf unterschiedliche pathogene Mutationen im 
KIAA1985-Gen nachgewiesen. Darunter befanden sich acht verschiedene 
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Nonsense-. Rasterschub- und Spleißstellenmutationen, die, sofern die mRNAs 
translatiert würden, zu verkürzten Proteinen führen würden. Patienten aus acht 
Familien waren homozygot oder compound heterozygot für trunkierende Mutationen, 
so dass KIAA1985 ohne Zweifel das CMT4C-Gen ist. Die drei nachgewiesenen nicht-
konservativen Missense-Mutationen betrafen in der Evolution konservierte 
Aminosäurereste. Evolutionär konservierte Module können auf funktionell relevante 
Bereiche eines Proteins hinweisen, so dass sich vermuten lässt, dass diese 
Aminosäurenaustausche die physiologische Funktion von KIAA1985 verändern. 
Bei zehn weiteren Familien, die mit Kopplung zum CMT4C-Lokus vereinbar waren, 
konnten keine Mutationen im KIAA1985-Gen gefunden werden. Hierbei muss 
insbesondere bedacht werden, dass Kopplungsdaten, die in kleinen Familien gewonnen 
werden, bei Lokusheterogenie nur eingeschränkte Aussagekraft haben. Deshalb ist es 
möglich, dass diese Familien Mutationen in einem anderen HMSN-Gen tragen. 
Andererseits könnten bei einigen dieser Familien auch KIAA1985-Mutationen vorliegen, 
die durch die gewählte Methodik nicht detektierbar waren. Hierzu gehören z. B. 
genomische Umbauten wie Deletionen, Duplikationen oder Inversionen oder Mutationen 
in regulatorischen Sequenzen. In den untersuchten blutsverwandten Familien 
erscheinen genomische Deletionen allerdings wenig wahrscheinlich, da in allen Familien 
eine PCR-Amplifikation genomischer Sequenzen möglich war. 
Erwartungsgemäß wiesen die beiden türkischen Familien, die den gleichen 
Krankheitshaplotyp trugen, auch die gleiche KIAA1985-Mutation auf (R529Q). Bei 
einem der 160 türkischen Kontrollpatienten wurde die R529Q-Mutation im 
heterozygoten Zustand gefunden. Da bei der Kontrollperson der gleiche seltene 
flankierende Haplotyp gefunden wurde, stammt dieses Allel vermutlich in allen Fällen 
von einem gemeinsamen Vorfahren. Die Heterozygotenfrequenz in der türkischen 
Bevölkerung (0,63; Allelfrequenz: 0,32) liegt unter der Häufigkeit für Polymorphismen 
und ist mit einem autosomal rezessiven Erbgang vereinbar. Die Inzidenz von 
1:100.000 (q²=0,00098) entspricht den Erwartungswerten für andere AR-HMSN-
Formen (Mostacciuolo et al., 1991). Der fehlende Nachweis der Mutation in der 
westeuropäischen Bevölkerung ist ein weiterer Hinweis auf einen möglichen 
Gründereffekt in der türkischen Bevölkerung. 
Mittlerweile konnten in zahlreichen weiteren Familien KIAA1985-Mutationen als 
Ursache einer autosomal rezessiv erblichen Neuropathie nachgewiesen werden 
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(Gooding et al., 2005 und unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe von Herrn 
Professor E. LeGuern, Paris). Auf dem derzeitigen Kenntnisstand ist davon 
auszugehen, dass ca. 10-20 % der autosomal rezessiven HMSN-Fälle auf 
KIAA1985-Mutationen zurückzuführen sind. 
 
5.3. Der Phänotyp der CMT4C-Patienten 
Alle im Rahmen dieser Studie identifizierten KIAA1985-Mutationen führten im 
homozygoten oder compound-heterozygoten Zustand zu einer demyelinisierenden 
motorischen und sensiblen Neuropathie. 
Eine früh beginnende schwere Skoliose wurde bereits in den ersten Beschreibungen 
von CMT4C-Familien erwähnt. Unter den hier beschriebenen 18 CMT4C-Patienten 
zeigten 11 eine zum Teil ausgeprägte Skoliose. Grundsätzlich sind Deformitäten des 
Achsenskeletts eine häufige Komplikation im Verlauf neuromuskulärer Erkrankungen. 
Bei der CMT4C kann eine Skoliose jedoch das initiale Symptom darstellen und dem 
Auftreten peripherer Paresen zeitlich vorausgehen. Da die Funktion von KIAA1985 
nicht bekannt ist, bleibt derzeit unklar, welche zellulären und molekularen 
Mechanismen dieser klinischen Beobachtung gegenüberstehen. 
Abgesehen von der Skoliose war das klinische Bild ausgesprochen variabel. Das 
Spektrum reichte von milden Verläufen mit kaum eingeschränkter Gefähigkeit bis hin zu 
Verläufen, bei denen die Gehfähigkeit schon früh beeinträchtigt war und zusätzlich eine 
Beteiligung der Atemmuskulatur auftrat. Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen 
der Erstmanifestation der Erkrankung, der Krankheitsdauer und dem Ausprägungsgrad 
der Neuropathie. Aus der Art oder Position der Mutationen ließen sich keine Aussagen 
zu Verlauf und Schwere der Erkrankung machen, da das klinische Bild selbst innerhalb 
derselben Familie variierte. Um Aussagen zu möglichen Genotyp-Phänotyp-
Korrelationen machen zu können, müsste eine größere Anzahl von Patienten 
eingeschlossen werden. Es ist aber bereits jetzt absehbar, dass aufgrund der allelischen 
Heterogenie und der Variabilität der Krankheitsverläufe derartige Aussagen auch in 
Zukunft nur eingeschränkt möglich sein werden. 
Die Untersuchung der Nervenbiopsien zeigte bei sechs von sieben Patienten, von 
denen eine Biopsie zur Verfügung stand, eine charakteristische Kombination 
elektronenmikroskopischer Befunde. Wie bereits in den initialen Beschreibungen zur 
Morphologie der CMT4C berichtet, fanden sich Zwiebelschalen-Formationen vom 
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Basallamina-Typ, abnorme Verzweigungen der Zellfortsätze nicht-myelinisierender 
Schwann-Zellen und einzelne Fasern mit fokalen Auffaltungen der Myelinscheiden. 
Wenngleich jede dieser Auffälligkeiten für sich allein auch bei anderen genetischen 
und nicht-genetischen Formen einer peripheren Neuropathie auftreten kann, so 
scheint doch ihre Kombination für die CMT4C charakteristisch zu sein. 
Untersuchungen zur Funktion von KIAA1985 werden möglicherweise kausale 
Erklärungen für diese Befunde liefern. 
 
5.4. Expressionsanalyse und alternatives Spleißen 
Expressionsanalysen mittels Northern-Blot und RT-PCR zeigten, dass KIAA1985 
vornehmlich im Nervensystem exprimiert wird. Insbesondere konnte die Expression 
von KIAA1985 im peripheren Nerven nachgewiesen werden, der das betroffene 
Gewebe bei einer demyelinisierenden peripheren Neuropathie darstellt. Da der 
überwiegende Anteil der mRNAs im peripheren Nervensystem aus Schwann-Zellen 
stammt, ist zu vermuten, dass Schwann-Zellen auch die Quelle der KIAA1985 mRNA 
im peripheren Nerven sind. Für eine Rolle als Schwannzell-Protein spricht auch, dass 
die histopathologischen und elektrophysiologischen Befunde bei Patienten auf eine 
primäre Schädigung der Markscheiden hindeuten. 
Unklar ist bislang die Bedeutung der identifizierten Spleißvarianten. Alternatives 
Spleißen könnte dazu dienen, eine kritische funktionelle Balance zwischen den 
verschiedenen Spleißprodukten bzw. den kodierten Isoproteinen aufrecht zu erhalten. 
Andererseits kodieren die KIAA1985-Spleißvarianten – sofern sie tatsächlich translatiert 
werden - erheblich verkürzte Isoproteine. Da die meisten bei Patienten nachgewiesenen 
KIAA1985-Mutationen ebenfalls zu verkürzten Proteinen führen, sind die durch 
Spleißvarianten kodierten Peptide vermutlich funktionslos. Vielmehr scheint eine 
bestimmte Menge des vollständigen Proteins für die Aufrechterhaltung eines normalen 
Phänotyps erforderlich zu sein. In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung ist das 
Transkript mit dem längsten ORF die vorherrschende KIAA1985-mRNA im peripheren 
Nerv und somit im Zielgewebe der KIAA1985-Mutationen. 
 
5.5. Charakterisierung des CMT4C-Proteins 
KIAA1985 ist ein neues Protein unbekannter Funktion. Mit Hilfe von 
Strukturvorhersageprogrammen konnten verschiedene Domänen und Motive 
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identifiziert werden: KIAA1985 weist SH3-Domänen, TPR-Motive und Coiled-Coil-
Domänen auf. Eine entsprechende Anordnung und Verbindung dieser Motive ist 
bislang in keinem anderen bekannten Protein beschrieben worden. N-terminal weist 
KIAA1985 eine Konsensussequenz für Lipidmodifikationen auf. 
SH3-Domänen wurden in einer Vielzahl von membranassoziierten und 
zytoplasmatischen Proteinen gefunden. Sie vermitteln den Aufbau von Protein-
komplexen, indem sie an prolinreiche Sequenzen der interagierenden Proteine binden 
(Pawson, 1995; Stoll et al., 2001). Das Vorliegen von SH3-Domänen in einem Protein 
kann auf eine Rolle bei Signaltransduktionsprozessen oder bei der Organisation des 
Zytoskeletts hinweisen. Auch das TPR-Motiv ist ein Modul für Protein-Protein-
Interaktionen. In einigen Fällen scheinen Proteine mit TPR-Domänen zu Multiprotein-
Komplexen zu aggregieren. Proteine mit TPR-Motiven sind an einer Vielzahl von 
biologischen Prozessen beteiligt, z. B. an der Zellzyklus-Regulation, der Kontrolle der 
Transkription, am mitochondrialen und peroxisomalen Proteintransport, an der 
Neurogenese und an der Faltung von Proteinen (Blatch und Lässle, 1999; Goebl und 
Yanagida, 1991; Sikorski et al., 1990). Weitergehende funktionelle Untersuchungen 
werden zeigen, inwieweit KIAA1985 tatsächlich an solchen Prozessen beteiligt ist. 
Das Coiled-Coil Motiv ist eine α-helikale Protein-Faltungsdomäne, die man 
hauptsächlich als Bestandteil von Oligomerisierungsmotiven findet (Lupas, 1996, Lupas, 
1997). Kürzlich erst wurde ein Coiled-Coil Modul als die verantwortlich Domäne für die 
Homo-Dimerisierung eines weiteren autosomal rezessiven HMSN-Proteins, MTMR2, 
gefunden (Berger et al., 2003). Deshalb wurde mit Co-Immunpräzipitation untersucht, ob 
KIAA1985 oligomerisiert. Tatsächlich weisen die Ergebnisse auf eine Homo-
Oligomerisierung hin. Inwieweit dazu die vorhergesagten Coiled-Coil-Motive relevant 
sind, bedarf jedoch noch der experimentellen Bestätigung. 
Der N-Terminus von KIAA1985 erfährt wahrscheinlich ko- und posttranslationale 
Lipidmodifikationen, da das Protein eine Konsensussequenz für eine Myristylierung 
aufweist. Die Myristylierung stellt eine kotranslationale Proteinmodifikation dar, die 
eine Bindung an Membranen vermitteln kann (Robbins et al., 1995; Yalovsky et al, 
1999). Durch zusätzliche Palmitoylierung oder eine andere Lipidmodifikation wird 
eine stabile Membranverankerung erreicht. (Bijlmakers et al., 2003; Resh, 1994; 
Resh, 1999). Erste in vitro-Daten belegen eine Membranassoziation von KIAA1985, 
die offensichtlich durch den N-Terminus vermittelt wird. 
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KIAA1985 gehört zu einer neuartigen Gruppe von Proteinen. KIAA1985, seine 
Orthologe in Vertebraten, sein Paralog FLJ20356 und die entsprechenden Metaloge 
bilden eine kleine Familie von putativen Adapterproteinen. Protein-Protein-
Interaktionsstudien werden in Zukunft die Komplexe aufklären, an denen KIAA1985 
und seine Homologe beteiligt sind. Diese Untersuchungen werden vermutlich 
unmittelbar Einblicke in molekulare Netzwerke gestatten, die für die Entwicklung, 
Integrität und Funktion des peripheren Nervensystems wichtig sind. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 
 
Die hereditäre motorische und sensible Neuropathie (HMSN) oder Charcot-Marie-
Tooth-Neuropathie (CMT) ist die häufigste erbliche neuromuskuläre Erkrankung. In 
den meisten Familien folgt die HMSN einem autosomal dominanten oder X-
chromosomalen Erbgang. Im Gegensatz dazu ist die autosomal rezessive HMSN 
(AR-HMSN) in Westeuropa selten. In Regionen und Bevölkerungsgruppen mit einem 
hohen Anteil an Verwandtenehen macht sie aber bis zu 50 % der HMSN-Fälle aus. 
Die AR-HMSN ist genetisch ausgesprochen heterogen. 
In der vorliegenden Arbeit konnte ein AR-HMSN-Genort auf Chromosom 5q 
(CMT4C) durch Homozygotiekartierung und Vergleich der Krankheitshaplotypen in 
zwei konsanguinen türkischen Familien auf eine minimale Kandidatenregion von 1,7 
Mb eingegrenzt werden. Anschließend wurden in diesem Intervall gelegene Gene 
und Genvorhersagen in Familien mit möglicher Kopplung zum CMT4C-Lokus auf 
Mutationen untersucht. In dem bis dahin nicht näher charakterisierten Transkript 
KIAA1985 konnten in 12 Familien pathogene Mutationen nachgewiesen werden. Das 
Genprodukt gehört zu einer neuartigen Proteinfamilie, die in der Evolution der 
Wirbeltiere konserviert ist. KIAA1985 wird im peripheren Nervensystem exprimiert 
und scheint subzellulär an der Plasmamembran lokalisiert zu sein. Das CMT4C-
Protein könnte aufgrund seiner vorhergesagten Domänenstruktur ein Adapterprotein 
sein, das Protein-Protein-Interaktionen vermittelt. 
KIAA1985-Mutationen sind eine verhältnismäßig häufige Ursache einer AR-HMSN 
und können im Einzelfall auch bei scheinbar sporadischen HMSN-Fällen auftreten. 
Deshalb bietet die Identifizierung des CMT4C-Gens einen rationalen Ansatzpunkt für 
eine weitergehende molekulargenetische Diagnostik der HMSN. Dies ist von 
praktischer Bedeutung, da eine gesicherte Diagnose eine gezielte humangenetische 
Beratung betroffener Familien ermöglicht. Darüber hinaus wird die Aufklärung der 
Struktur, Funktion und Protein-Protein-Interaktionen des CMT4C-Genprodukts zum 
Verständnis der Pathogenese neuromuskulärer Erkrankungen beitragen. Da 
KIAA1985 ein neuartiges Protein ist, könnten durch seine Charakterisierung bislang 
unbekannte molekulare und zelluläre Mechanismen der Krankheitsentstehung 
aufgedeckt werden. 
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8. Elektronische Datenbankinformationen 
 
BLAST-Suche: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
 
ClustalW- und Jalview-Programm: http://www.ebi.ac.uk/index.html 
 
Coiled-Coil-Vorhersagen (Coils): http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html 
 
ExPASy-Protein-Server: http://www.expasy.ch 
 
Genomdatenbank: http://www.gdb.org 
 
Mutationsdatenbank für erbliche periphere Neuropathien:  
http://molgen-www.uia.ac.be/CMTMutations 
 
Myristoylator-Programm: http://www.expasy.org/tools/myristoylator 
 
NCBI dbEST-Datenbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html 
 
NCBI dbSNP-Datenbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=snp 
 
NCBI LocusLink: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/LocusLink 
 
NCBI-Unigene: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene 
 
NMT-Programm: http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm 
 
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim 
 
Pfam-Datenbank: http://pfam.wustl.edu/index.html 
 
Polyadq-Algorithmus: http://argon.cshl.org/tabaska/polyadq4.cgi 
 
Primer3-Programm: http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi 
 
PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed 
 
Repeat-Masker-Programm: http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker 
 
ScanProsite-Programm: http://us.expasy.org/tools/scanprosite 
 
SMART-Suche (Proteinmotive): http://smart.embl-heidelberg.de 
 
SWISS-PROT-Datenbank: http://www.expasy.org/sprot/ 
 
UCSC Genome-Browser: http://genome.ucsc.edu 
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9. Anhang 
 
Abb. A1: cDNA-Sequenz. 
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ATG: vorhergesagtes Startcodon 
NN:  Spleißstellen 
TGA: Stopcodon 
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Abb. A2: Proteinsequenz. 
 
 
KIAA1985, human 
 
1288 aa 
 
 
   1 MGGCFCIPRE RSLTRGPGKE TPSKDPTVSS ECIASSEYKE KCFLPQNINP 
  51 DLTLSFCVKS RSRRCVNGPL QEAARRRLWA LENEDQEVRM LFKDLSARLV 
 101 SIQSQRAQFL ITFKTMEEIW KFSTYLNLGY VSMCLEHLLF DHKYWLNCIL 
 151 VEDTEIQVSV DDKHLETIYL GLLIQEGHFF CRALCSVTPP AEKEGECLTL 
 201 CKNELISVKM AEAGSELEGV SLVTGQRGLV LVSALEPLPL PFHQWFLKNY 
 251 PGSCGLSRKR DWTGSYQIGR GRCKALTGYE PGEKDELNFY QGESIEIIGF 
 301 VIPGLQWFIG KSTSSGQVGF VPTRNIDPDS YSPMSRNSAF LSDEERCSLL 
 351 ALGSDKQTEC SSFLHTLART DITSVYRLSG FESIQNPPND LSASQPEGFK 
 401 EVRPGRAWEE HQAVGSRQSS SSEDSSLEEE LLSATSDSYR LPEPDDLDDP 
 451 ELLMDLSTGQ EEEAENFAPI LAFLDHEGYA DHFKSLYDFS FSFLTSSFYS 
 501 FSEEDEFVAY LEASRKWAKK SHMTWAHARL CFLLGRLSIR KVKLSQARVY 
 551 FEEAIHILNG AFEDLSLVAT LYINLAAIYL KQRLRHKGSA LLEKAGALLA 
 601 CLPDRESSAK HELDVVAYVL RQGIVVGSSP LEARACFLAI RLLLSLGRHE 
 651 EVLPFAERLQ LLSGHPPASE AVASVLSFLY DKKYLPHLAV ASVQQHGIQS 
 701 AQGMSLPIWQ VHLVLQNTTK LLGFPSPGWG EVSALACPML RQALAACEEL 
 751 ADRSTQRALC LILSKVYLEH RSPDGAIHYL SQALVLGQLL GEQESFESSL 
 801 CLAWAYLLAS QAKKALDVLE PLLCSLKETE SLTQRGVIYN LLGLALQGEG 
 851 RVNRAAKSYL RALNRAQEVG DVHNQAVAMA NLGHLSLKSW AQHPARNYLL 
 901 QAVRLYCELQ ASKETDMELV QVFLWLAQVL VSGHQLTHGL LCYEMALLFG 
 951 LRHRHLKSQL QATKSLCHFY SSVSPNPEAC ITYHEHWLAL AQQLRDREME 
1001 GRLLESLGQL YRNLNTARSL RRSLTCIKES LRIFIDLGET DKAAEAWLGA 
1051 GRLHYLMQED ELVELCLQAA IQTALKSEEP LLALKLYEEA GDVFFNGTRH 
1101 RHHAVEYYRA GAVPLARRLK AVRTELRIFN KLTELQISLE GYEKALEFAT 
1151 LAARLSTVTG DQRQELVAFH RLATVYYSLH MYEMAEDCYL KTLSLCPPWL 
1201 QSPKEALYYA KVYYRLGRLT FCQLKDAHDA TEYFLLALAA AVLLGDEELQ 
1251 DTIRSRLDNI CQSPLWHSRP SGCSSERARW LSGGGLAL 
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Tabelle A1: STR-Marker aus dem CMT4C-Intervall. 
 
 
STR-Marker Position 
(Mb) 
Hetero-
zygotierate 
Repeat-
Sequenz 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer 
 
 
Reward-Primer 
Produkt-
größe (bp) 
D5S658* 140.4 0.84 CA TTTGAAGGGCACTACGAAGATCCTC ATTCTCTATTGGAGCCAAGCCAAG 266-282 
D5S2011* 141.2 0.86 CA GCTTGGAACACAAGAGTGG TCAGCCTCACCCAGAGA 138-154 
D5S1360* 144.9 0.70 ATA ACAAACAAAACCAAGAGTGC TGGCTCATGTATCCCTATGT 132-147 
D5S643** 145.0 0.49 CA TGGGCGACAGAGCCATC TGTGGTGTGCCATTTATTGACT 134-168 
D5S43**6 145.2 0.87 CA TATGTGCCAGGCATTACGCT GTCTCCACCCACAGCAGG 234-254 
11359*** 145.3 n. b. GT CATGACTTAGATCCCCAGCC CAGCAATAGAAGGGGGACAA 279-285 
D5S2099** 145.3 0.55 CA ATTGCACAGAAATGGTAAAGG TATCAGCATAAATGCCTCCC 236-244 
5216*** 145.4 n. b. CA TATAGCTCTGGGAGCTGGGA TTGTTCCCAGAATGCTACCC 170-202 
11396*** 145.7 n. b. AC TGCGCTCGCTCTCTTTTTAT AATGAAATTACGGTGGTGCC 231-239 
8728*** 145.9 n. b. GT CCTAAACAGGAAGCAGCCTT TGCCTTTTCTCAGCCATAAGA 210-238 
D5S2033** 145.9 0.65 CA TAGCTTTTCCATGTTATCTAGCA TTCCAGTTTGGGTCCTTAT 215-229 
D5S638** 146.3 0.63 CA GGAAACACTCAGTAGTATCATTGCC TTTAGAGAAACACACGCACCAGTA 137-145 
D5S2490** 147.0 n. b. ATA TTTGGCATCCTTGCTATTTC GTTCTGCGCATATATCCCAG 119-134 
D5S463** 147.1 n. b. CA AAGCACACCCATTTCCCAAG GATCGGGGTTAAGGCTTCAA 178-186 
D5S2090* 147.2 0.83 CA CATGGGCATGTTTCAAAAT AGTACCTCCTTAGTAACTCTGGGC 189-205 
D5S434** 147.3 0.71 CA CTTGAAATGTTCCCAACACA TGCACAGATGAGGAAACTGA 246-258 
91948*** # 147.7 0.87 GT TTTCTCAGGCCGTACTGGTT TTGCCTCAGCAGTAAATGGA 226-252 
8627*** 148.0 n. b. GT TCTTAAAGGCGAACTGAGTTGTT TGCTTTTCCCAATGAATTACAC 183-187 
116312A*** # 148.3 0.84 GT TGAGAAGCAGGGTATCTGACC ATACACACTCAGGCCCGTTC 184-214 
D5S413* 148.4 0.70 CA AGTCACCTTCTCTGTCTCCA AGGCCTCATTCAAAATCTGT 264-276 
91940*** # 148.5 0.65 CA ATTCCAGGAGGGGAATGAAC CCGAAGGTGGAAGTGAGGTA 147-157 
  
 (Fortsetzung und Legende auf Seite 53) 
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Tabelle A1: STR-Marker aus dem CMT4C-Intervall. 
 
 (Fortsetzung von Seite 52) 
 
STR-Marker Position 
(Mb) 
Hetero-
zygotierate 
Repeat-
Sequenz 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer 
 
 
Reward-Primer 
Produkt-
größe (bp) 
12613*** # 148.6 0.57 CA GCCCAAGCAACTGGTACATT TCTCAGGCAGTGAGTGGTCA 157-179 
8681*** # 148.9 0.83 CA ATCTCACAGCACCTCCATCC GCCTCAAATGACACCCTACTTT 165-185 
11636*** 149.0 n. b. CA GTGGCCAAATGTTCCTGAAG CAGGGATGCTTGTCCTCTTT 206-212 
D5S812** 149.0 n. b. TAAG TACCACAGCAACCACAAAGA GAGGAAAGCAAAGACCATGA 154-162 
221*** 149.0 n. b. CA AGTCTGTGGCCAAATGTTCC TCAGGGATGCTTGTCCTCTT 215-221 
8545*** # 149.2 0.42 CA TCTGATTTGCTGTTGATTGC CTGGGACAACAGCCTCCTTA 237-253 
11382*** 149.5 n. b. CA CTCCACTAGCTCCCACTTGC ATGAGATCCTGGGCTGAAGA 168-180 
D5S2015* 149.6 0.70 CA TTGGCTAATGGGAGGCAACA GCTACCTAAAGAACACAGTCATGGC 171-185 
D5S2013** 149.6 0.76 CA AATGGTCTCCAGAAAAGCA AGCCAGGTGAGTCTCGTC 150-162 
11372*** 149.7 n. b. CA CTTCCCAGGAGGATGCAATA CTTCCACCACCTCATCCACT 243-249 
D5S636* 149.9 0.78 CA AAGGCATATGGGAAATATCTGT CCACACCATTATGACATTTTCT 130-152 
D5S673* 151.6 0.82 CA TGGAGAGATAGTGTCCCG GGTCTGAGTTCCACATCAT 260-288 
  
Die Kartenposititonen sind der November 2002 Version der USCS-Datenbank entnommen. Die Sequenzen der PCR-Primer und die 
Amplifikationsbedingungen der bekannten STRs entstammen öffentlichen Datenbanken (Genome Database). Für neue Marker sind die 
Allelgrößen angegeben, die in den AR-HMSN-Familien beobachtet wurden. Für einige Marker (#) wurden die Heterozygotenfrequenzen bestimmt 
(23 türkische Kontroll-DNAs). 
*: Acht STR-Marker, die für die initiale Kopplungsanalyse verwendet wurden. 
**: Zehn bekannte STR-Marker, die im Rahmen der Homozygotiekartierung untersucht wurden. 
***: Fünfzehn neu entworfenen STR-Marker (Primer3-Programm) 
n. b.: nicht bestimmt 
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Tabelle A2: SNP-Marker aus dem CMT4C-Intervall. 
 
 
rs-Nummer Position 
(Mb) 
Variation Frequenz des 
selteneren Allels 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer 
 
 
Reward-Primer 
Produkt-
größe (bp) 
rs1984789 147.8 C/T n. b. TTGGTGCTGTGCTGTCTACC TGGCCAGAAGAGGTAAATGC 165 
rs3734119 147.9 C/T C:0.27 TCCAATCCTCCACTTTCTTCC TAGGGCTTGTTGACCATGAA 198 
rs1042718 148.2 C/A A:0.40 ATCGCAGTGGATCGCTACTT GATCACCAGGGGAACGTAGA 265 
rs1432793 148.4 C/T C:0.43 GGTTGCTCAACTTTGCCTGT CCTGACCAGTGCTTAGGTCC 233 
rs9512 # 148.6 C/T C:0.40 TGGCCAAAAAGAGAAGTTGC AGGCAGAAAGTGATCGGAGA 244 
rs783777 148.7 C/T n. b. CGACCACGAAGCTTTATCCT TACCATTGGGCATTTGAACA 243 
rs2242376 # 148.7 C/T C:0.40 CTCCCTGCCTGAGGTCATAG TGTCAGATGAAGCGAGAGGA 199 
rs3733847 # 148.9 A/T T:0.13 TGAAAAAGGCAGCATGAAAA GGGCAACAAGAGCAAAACAT 226 
rs3756505 148.9 C/T C:0.18 ACTATTGTCGTGGGCTACGC GAAAAATGCCAAATTAGTCCCA 237 
rs30825 149.3 C/T T:0.47 GGGATTTACTGCATGCCAAC TTGAGAAACTTGAGGCAGCTT 165 
rs2276982 149.4 A/G G:0.08 CAGTCCATGCTGTTTCCTGT GACCACATGGAGAGAGAAAGAT 197 
rs246388 149.5 C/T T:0.38 AGCCCCCTACAGGAAGCTAT GCTCCACCCTGAATGAAGTC 191 
 
Die Kartenposititonen sind der November 2002 Version der USCS-Datenbank entnommen. Die Sequenzen der PCR- Primer wurden mit Hilfe des 
Primer3-Programms generiert. Alle Daten stammten aus der NCBI dbSNP-Datenbank. Für einige SNPs wurde die Allelverteilung durch 
Genotypisierung von 23 türkischen Kontroll-DNAs bestimmt (#). 
n. b.: nicht bestimmt 
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Tabelle A3: Primer zur Amplifikation der KIAA1985-Exons für Mutationsanalysen. 
 
 
Primer-
Set 
Ampli-
fizierte 
Exons 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer 
 
 
Reward-Primer 
Produkt-
größe (bp) 
  1   1 GCTGTAGCCGGGATATCAAA AGCACAATCATCTCCCCATC 337 
  2   2 CCATGCCACTAATCCTGGAA TCATCAAGAGGGAAAGAGGG 318 
  3   3 CACCAGTTGAGGGTTCAGGT GGACCTACTTTGTTCCAGATGC 338 
  4   4 TGACGTAAAAATCAATGCCA TAATTACCAGAGCCAGGCCA 320 
  5   5 GGTCTGGGAATCAAGCTCAG ACAGGTGGGTTCATTTGTGA 376 
  6   6 CCAGGAAGAAAAGTACTCCAGC TCCACACTATGGATGCCCA 413 
  7   7 TTCTCAATAAACTTTTGCCATCA TGGCTTCCCTAAATCCAGTT 348 
  8   8 AGTCTGGGAACCCCTCATTT GTGCTTTTCTGGCTCCATGT 416 
  9   9 ATTTGCGGGAAGTTGGTTT CATGGCCACCCAAATTCAT 378 
10 10,11 TGAATGCCAAGGCTCCTAAG TCCAGGTAGGCCACAAACTC 629 
11A 11 ACTGGTCAGGAGGAGGAGG GGAGGGTGTCCAGAGAGGA 629 
11B 11 AAGCATGAACTCGACGTGGT TAAGAGATAGGCCCATGCCA 597 
11C 11 GCCCTGTGTCTCATCCTTTC GATGCCTTAAGCCAAACAGC 569 
11D 11,12 CCTGCAGGCTGTACGACTCT CTTCCTTTGGCTGATGAGGA 692 
13 13 GCTGTTCCTGCTCAGAGCTT TCCACAGGCTTAGGGTGAAC 367 
14 14 GGGGGACTTTAGCAGAGGAT AGGAGAAGAGGGACTCAGGC 331 
15 15 TTTTAGTCCACTGCCGTTCC CACACAGTCTGACTCCAGGG 364 
16 16 CAGCACAGTCCCTGACATCT CTGGTTTTCTCAGCTCCACC 415 
17 17 ATGTTGGGCAAACAAACAAA AGGTAAGGACTCGGACCCTC 416 
 
 
 
 
 
Tabelle A4: Primerpaare zur Amplifikation der KIAA1985-cDNA-Fragmente. 
 
 
Primer-
Set 
Position in 
der cDNA 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer 
 
 
Reward-Primer 
Produkt-
größe 
(bp) 
C1    -53-  900 ACTCTTCTGGCCTGTGTTCC AAAGCCGATGATCTCAATGC   953 
C2   342-1413 GACCATGGAGGAAATCTGGA CAATATGGGGGCGAAGTTCT 1072 
C23*   574-1267 GAGAAGGAAGGGGAATGCTT CAGAGCTGCTGGACTGTCTG   694 
C3 1029-2424 TGAGGAGAGATGCTCCCTGTT TAAGAGATAGGCCCATGCCA 1396 
C4 2272-3522 GCCCTGTGTCTCATCCTTTC TGTAGCCAGGCGGTGAAAGG 1251 
C5 2933-3899 AGGCATGCATCACCTACCATG TGCCAAATGTCTAGAGACAG   967 
C5a** 3365-3899 TGAGAACTGAGCTCCGGATT TGCCAAATGTCTAGAGACAG   534 
 
*: Primer-Set zur Analyse der Spleißvarianten 
**: Primer-Set für die semiquantitative RT-PCR 
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Tabelle A5: Plasmide und Primer für KIAA1985-Expressionskonstrukte. 
 
 
Plasmid RT-PCR-Primer für Inserts 
 
Forward-Primer              Reward-Primer 
Beschreibung 
pCR-XL-TOPO   Klonierungsvektor für PCR-Produkte 
pRC/CMV   eukaryotischer Expressionsvektor, 
Cytomegalie-Virus-Promotor 
pCR-XL-TOPO-
5’KIAA1985wt 
TCAAGCTTGGCCACCATG
GGTGGCTGCTTCT 
AGACCTGTGCTCGAGGT
ACACTT 
Klonierungsvektor, der die ersten 
2316 bp der kodierenden Sequenz 
von KIAA1985 enthält 
pCR-XL TOPO-
5’KIAA1985∆myr 
TCAAGCTTGGCCACCATG
GCTGCCTCCTTCTCCATC
CCCAGGGAG 
AGACCTGTGCTCGAGGT
ACACTT 
wie pCR-XL-TOPO-5’KIAA1985wt, 
jedoch Mutation des N-Terminus 
(MGGCFCI zu MAASFSI) 
pCR-XL-TOPO-
3’KIAA1985myc 
AAGTGTACCTCGAGCACA
GGTCT 
GACGCGGCCGCTACAG
ATCTTCCTCCGATATCA
GCTTCTGTTCGAGGGC
CAGGCCACCACC 
Klonierungsvektor, der die letzten 
1571 bp der kodierenden Sequenz 
von KIAA1985 enthält; C-terminales 
myc-Tag 
pCR-XL-TOPO-
3’KIAA1985flag 
AAGTGTACCTCGAGCACA
GGTCT 
GACGCGGCCGCTACTT
ATCATCATCATCCTTGTA
GTCGAGGGCCAGGCCA
CCACC 
wie pCR-XL-TOPO-3’KIAA1985myc, 
jedoch C-terminales flag-Tag 
pRC/CMV-
KIAA1985myc 
  
Expressionsvektor für die 
kodierende Sequenz von 
KIAA1985; C-terminales myc-Tag 
pRC/CMV-
KIAA1985flag 
  
wie pRC/CMV-KIAA1985myc, 
jedoch C-terminales flag-Tag 
pRC/CMV-
KIAA1985myc 
∆myr 
  
wie pRC/CMV-KIAA1985myc, N-
terminale Sequenz für MGGCFCI 
durch Sequenz für MAASFSI ersetzt 
 
 
 
 
Tabelle A6: Intragenische SNPs im KIAA1985-Gen. 
 
 
Exon/ 
Intron 
Nukleotidaustausch Effekt auf die kodierende 
Sequenz 
Frequenz des 
selteneren Allels 
rs-Nummer 
11 c.1194T>C Keine Veränderung von G398 C:0.43 rs1432793 
11 c.1402G>T A468S n. d.  
IVS11 IVS11+37A>G  n. d.  
IVS12 IVS12+103G>A  G:0.22*  
IVS14 IVS14+69C>T  n. d. rs1025476 
15 c.3472G>A V1158I n. d.  
16 c.3594A>C Keine Veränderung von P1198 A:0.40*  
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Tabelle A7: Klinische, elektrophysiologische und nervenbioptische Daten der Patienten mit KIAA1985-Mutationen. 
 
 
Familie Patient Geschlecht Herkunft Mutation Bluts-
verwandt-
schaft 
Lauf-
beginn 
(Monate) 
Alter bei 
Diagnose-
stellung 
(Jahre) 
Alter bei 
letzter Unter-
suchung 
(Jahre) 
Distale 
Muskel-
schwäche 
Distale 
Muskel-
atrophie 
Beteiligung 
proximaler 
Muskeln 
Fußde-
formität 
CMT-133 IV.2 M Türkei R529Q (hom) + 30 Kleinkind 8 + + + (UE) - 
M149 V.1 M Türkei R529Q (hom) + 11 7 8,5 + + - - 
M983 II.3 M Deutsch- Y943X (pat) - 18 11 17 +++ + - ++ 
 II.7 W land R954X (mat)  19 5 26 ++ + + (UE) ++ 
 II.8 W    18 7 11 + - - + 
M2045 IV.2 W Türkei R9fs (hom) + 12 8 8,5 ++ - - - 
CMT189 V.1 W Italien IVS5-2A>G  + 14 Kleinkind 45 ++ ++ - + 
 V.4 M  (hom)  16 Kleinkind 39 +++ ++ + (UE) + 
 V.5 W    24 Kleinkind 15 +++ +++ ++ ++ 
 V.6 M    15 4-5 30 ++ ++ + + 
PN1289 1 W Iran S831fs + >18 Kleinkind 17 + + - + 
CMT-219 1 W Türkei G583fs (hom) +  11 29 +++ +++ + + 
CMT-225 1 M Türkei P1114fs (hom) +  12 25 +++ ++ +  
CMT-234 1 M Türkei E657K (hom) + verzögert 2-3 26 +++ +++ + + 
CMT-235 1 W Türkei G583fs (hom) + 18 Kleinkind 14 ++ - - ++ 
AC70 II.1 W Griechen-
land 
R954X (pat) 
Q1201X (mat) 
- 21 Kleinkind 8,5 ++ ++ ++ - 
H1351 II.2 M Deutsch- R658C (pat) - verzögert 12 33 ++ ++ - +++ 
 II.4 W land R954X (mat)    27 ++ + - + 
  
 (Fortsetzung auf Seite 58; Legende: s. Seite 59) 
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Tabelle A7: Klinische, elektrophysiologische und nervenbioptische Daten der Patienten mit KIAA1985-Mutationen. 
 
 (Fortsetzung von Seite 57; Legende s. Seite 59) 
 
Familie Patient Nervenleitgeschwindigkeiten (NLG) Nervenbiopsie (EM) 
  
Sensible 
Defizite 
Motorische Nerven Sensible Nerven BLOB 
Sonstiges 
  
Gehhilfen 
(seit dem 
Alter in 
Jahren) 
 
Skoliose 
(Alter bei 
Beginn in 
Jahren) 
Muskel-
eigen-
reflexe 
N. 
medianus 
N. 
ulnaris 
N. 
peroneus 
N. 
tibialis 
N. 
medianus 
N. 
suralis 
 
abnorme  
SC-Fort-
sätze  
CMT-133 IV.2 - + - (+)/- 27 37 24  kein AP  - +  
M149 V.1 - + - +/- 24,1  25,7 23,4 29,9 32,2 n. d.   
M983 II.3 - + + (11) +/-  13,9 9,5   kein AP - -  
 II.7 Peronäus-
schienen 
+ ++ (+)/- 25 20,9 13,8 6,7 37,8 kein AP - +  
 II.8 - + + +/-  28 24    n. d.   
M2045 IV.2 - + - (+)/(+) 33  28  30  + +  
CMT189 V.1 - ++ ++ (5) -/- 21,6 23,7   kein AP  n. d.  Schwerhörigkeit 
 V.4 - ++ ++ -/- 19,5 17,6 kein AP  kein AP  + - Schwerhörigkeit 
 V.5 Rollstuhl (15) + ++ (7) -/-       n. d.  Ateminsuffizienz 
 V.6 - ++ ++ -/- 21,1 26,9   kein AP  n. d.  Ateminsuffizienz, 
Schwerhörigkeit 
PN1289 1 - + +++ (12) -/- 32 38 27  kein AP  n. d.  Nystagmus 
CMT-219 1 Rollstuhl +  -/- 13 12     n. d.  Diabetes mellitus 
CMT-225 1  + ++ -/- 4      n. d.   
CMT-234 1  +  -/- 12      n. d.  Nystagmus 
CMT-235 1 - + + -/- 26  21  34 kein AP ++ +  
AC70 II.1 Rollstuhl (7) + ++ (4) -/- 27 16 16  kein AP  ++ ++ nächtliche CPAP-
Behandlung 
H1351 II.2 - + - (+)/- 28  kein AP 30 39 kein AP n. d.   
 II.4 - + - (+)/- 37  12    n. d.   
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Tabelle A7: Klinische, elektrophysiologische und nervenbioptische Daten der Patienten mit KIAA1985-Mutationen. 
(Tabelle s. Seiten 57-58) 
 
Mutation: hom = homozygot; pat = väterliches Allel; mat = mütterliches Allel 
Distale Muskelschwäche / Distale Muskelatrophie: - = nicht betroffen; + = untere Extremität mild betroffen; ++ = untere Extremität deutlich betroffen; +++ = 
Hände und Unterarme ebenfalls beteiligt 
Beteiligung proximaler Muskeln: - = nicht betroffen; + = geringe Schwäche; ++ = deutliche Beteiligung; UE: untere Extremität 
Fußdeformität: - = keine Fehlstellung; + = Pes cavus und Hammerzehen; ++ = Klumpfuß; +++ = Operation erforderlich / erfolgt 
Sensible Defizite: + = verminderte Sensibilität; ++ = erloschene Sensibilität 
Skoliose - = nicht vorhanden; + = mild ausgeprägt; ++ = schwere Skoliose; +++ = Operation erforderlich / erfolgt 
Muskeleigenreflexe: Obere / untere Extremitäten; + = normal; (+) = abgeschwächt; - = erloschen 
Nervenleitgeschwindigkeiten (NLG): Normwerte: N. medianus und N. ulnaris motorisch >45 m/s; N. tibialis motorisch und N. peroneus >40 m/s; N. medianus 
sensibel >45 m/s; N. suralis >40 m/s. Kein AP: kein Aktionspotential ableitbar 
Nervenbiopsie: Lichtmikroskopisch zeigte sich bei allen untersuchten Patienten eine demyelinisierende Neuropathie. EM = Elektronenmikroskopie; BLOB = 
basal lamina onion bulbs; SC = Schwann-Zellen; - = nicht nachweisbar; + = nachweisbar; ++ = gehäuft nachweisbar; n. d.: keine Biopsie durchgeführt 
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